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Einleitung

1. Einleitung

Das zentrale Nervensystem des Menschen ist inrsEungktion und Struktur sicherlich das
komplexeste uns bekannte Organ, jedoch zugleichh agines der empfindlichsten.
Ungeachtet der besonders geschitzten Lage in Sanédi®Virbelkanal, einem privilegierten
Immunstatus und der besonderen Kompartimentierunghddie Blut-Hirn-Schranke, die vor
dem Ubertritt von schadlichen Substanzen und Keimas der Blutbahn schitzt, fihren
bereits kurzfristige Unterbrechungen der Blutvegsog, Gewalteinwirkungen, Stérungen im
Energiehaushalt oder Stoffwechsel, Entzindungen ueithe Vielzahl weiterer
Krankheitsprozesse mit teilweise weitgehend unbefenPathogenese haufig zu schweren
Schadigungen, die das Individuum in hohem MalRReckmisken oder zum Tod flhren
konnen. Trotz der sehr unterschiedlichen Atiolog@n Erkrankungen wie Schlaganfall,
Hirntrauma, Multiple Sklerose, Alzheimer Demenz,o&a Huntington und vielen anderen
Pathologien, die sich im Gehirn manifestieren kamnfinden sich Ubereinstimmungen
zwischen den am Krankheitsgeschehen beteiligtereBsen.

Viele der neurodegenerativen Krankheitsbilder geb®ya einher mit einer Steigerung der
Produktion sogenannter Reaktiver Sauerstoffspe@®3S), auch als ,oxidativer Stress”
bezeichnet. Diese chemisch reaktionsfreudigen umadzlébigen Substanzen erfillen
physiologische Signalfunktionen oder dienen alsmummologische Kampfstoffe®, sind jedoch
auch in der Lage, besonders bei Versagen antioxéicgdchutzsysteme, vielfaltige Strukturen
korpereigener Zellen zu schadigen.

Zur Erklarung eines weiteren haufig beobachteteanBimens wurde in den vergangenen
Jahrzehnten die Hypothese der Exzitotoxizitat astédke. Sie beschreibt die
nervenzelltoxische Wirkung hoher Konzentrationem \axzitatorischen Neurotransmittern
wie Glutamat. Diese gelangen durch Zelluntergangers&gen energieabhangiger
Transportprozesse oder Uberschiel3ende Freisetzim@@uronen und Gliazellen in hohen
Konzentrationen in das Interstitium, wo sie wahesalch vor allem tGber Vermittlung des
ionotropen NMDA-Rezeptors zellschadigende Wirkuntjadten konnen.

Seit einigen Jahren ist bekannt, dass Glutamatiezeyp insbesondere auch der ionotrope
NMDA-Rezeptor, auch auf nicht-neuronalen Zellen vdem zerebralen GefalZendothel
vorkommen. Dies ist Teil der Blut-Hirn-Schrankeg dilas Gefalllumen gegenuber dem
Hirngewebe abdichtet. lhre Stérung und Offnung wibgi einer groRen Zahl der

neurodegenerativen Erkrankungen beobachtet und aminer schweren Verschlechterung
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Einleitung

des Krankheitsbildes beitragen. Die besondere Rales NMDA-Rezeptors auf
zerebrovaskularem Endothel wurde zuletzt von veéesie@men Gruppen eruiert. Dabei konnte
gezeigt werden, dass eine Aktivierung des Rezemtorsh hohe Dosen von Glutamat zu
einem Versagen der Endothelbarriere fuhrt. Weiehedien legten nahe, dass die durch
NMDA-Rezeptoraktivierung generierten ROS diesest@hat-induzierte Schrankenversagen
vermitteln, eine Wirkung oxidativen Stresses, dignnbereits zuvor in Untersuchungen der
Blut-Hirn-Schranke beobachtet hatte.

Wahrend bisher beleuchtet worden war, dass es diktithierung des NMDA-Rezeptors zu
einer Generierung von ROS und einem nachgeschaliétesagen der Blut-Hirn-Schranke
kommt, war bislang jedoch ungeklart, ob ROS ihrigsssich an der Modulation des NMDA-
Rezeptorsystems beteiligt sein kénnten.

Das Ziel dieser Arbeit war es daher, den Einfluse wxidativem Stress auf den NMDA-
Rezeptor des zerebrovaskuldaren Endothels zu usteesu und die sich daraus
maoglicherweise ergebenden Konsequenzen fur diegritéie der Blut-Hirn-Schranke zu

beurteilen.

Hierzu wurde zunachst die Existenz des Rezeptdrgl@uin den Versuchen verwendeten
murinen Zelllinie b.End3 verifiziert. Dies geschahnerseits auf Proteinebene durch
Markierung mittels spezifischer Antikorper, die dheszierend markiert und anschlie3end
mikroskopisch betrachtet wurden, andererseits d®eplikation und Nachweis der mRNA

von am Rezeptoraufbau beteiligten Untereinheiten.

In weiteren Experimenten wurde die Reaktion desofrels auf eine voribergehende
Exposition gegentber oxidativem Stress (in der Fater reaktiven Sauerstoffspezies
Superoxid, Peroxynitrit und Wasserstoffperoxid) egé#t. Hierzu wurde zunachst durch
guantitativen Proteinnachweis mittels fluoreszidenAntikérper in der In-Cell Western

Technik die Expression des Rezeptors nach 24, d&arStunden untersucht. Darlber hinaus
wurde die Aktivitdat der NMDA-Rezeptoren unter Stiaion durch den Einsatz eines

membranpotentialsensitiven fluoreszierenden Fafflestdestimmt. Schliel3lich erfolgte die

Aussaat ROS exponierter Endothelzellen auf spenddCIS-Chips, die eine Messung der
Impedanz als Mal3 der Barrierefunktion gestatté¥ach Ausbildung eines dichten Zellrasens
(Monolayer) auf dem Chip wurden die Zellen mit despezifischen Rezeptoragonisten
NMDA stimuliert und die Barrierefunktion nach wei@ 24 Stunden bestimmt, um eine

Aussage Uber die Auswirkung auf die Blut-Hirn-Sctken-Integritat zu erhalten.

12
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Literaturdiskussion

2. Literaturdiskussion

Die Literaturdiskussion gliedert sich in mehreral@.eZunéachst sollen kurz Funktion und
Aufbau der Blut-Hirn-Schranke als Schauplatz deschdebenen Vorgange vivo erlautert
werden. Im folgenden Teil wird das pathologischéri®Rimen der Exzitotoxizitat geschildert
und auf den Wirkungstrager Glutamat und seine Rer&p genauer eingegangen. Der damit
vergesellschafteten Wirkung von reaktiven Saudgiezies ist ein eigener Abschnitt

gewidmet. Der letzte Abschnitt stellt die Fragdated der vorliegenden Arbeit vor.

2.1. Die Blut-Hirn-Schranke

Neurone als zellulares Substrat der komplexen Hinkiionen héherer Lebensformen weisen
einen hohen Grad an Differenzierung auf. Damit e@ingpeht jedoch auch eine besondere
Anfalligkeit fir verschiedenste Noxen und eine amséggte Empfindlichkeit gegeniber
Anderungen des extrazellularen Milieus. Um staBiéglingungen zu gewahrleisten, werden
die Nervenzellen einerseits von einem dichten Netkwinterstutzender Gliazellen versorgt,
die u.a. den Nahrstofftransport versehen und Amdgr im lonenmilieu puffern. Zum

anderen entwickelte sich im Laufe der Evolution ®éandaufbau der Hirnstrombahn zu
einem einzigartig dichten Barrieresystem mit reichieransporterausstattung, die den
gezielten, selektiven Transfer von Metaboliten,elorund Flussigkeit ermdglicht und damit
eine von Schwankungen der Plasmakonzentrationebhéngige Einstellung ermdglicht.

Dieses im Korper einzigartige System wird als ,BHitn-Schranke® (BHS) bezeichnet.

Nach dem gangigen Drei-Zellen-Modell beteiligen hsispezialisierte Endothelzellen,
Perizyten und Astrozyten am Aufbau der Schranke.

Die Endothelzellen bilden dabei den eigentlichesdtuss gegeniber dem GefalZlumen und
sind zugleich Trager der Transportvorgange. Fur Baarierefunktion wichtig ist die
Ausbildung von dichten Interzellularkontakten. Dablendelt es sich v.a. um ,tight
junctions® und Adhaerenskontakte (3), die ein peltaiires Ubertreten von

13
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Plasmabestandteilen verhindern und die BHS so beinmpermeabel fir die meisten
hydrophilen Substanzen macht. Andererseits jedoefden Nahrstoffe und Zucker sowie
verschiedene Vorstufen schnell Gber die Schrardesportiert. Fur viele Stoffe existieren
asymmetrische Transportsysteme, so dass etwaumirsdles Kalium die Schranke praktisch
nicht passiert, abluminales Kalium aber (ber spiezitNa/K*-ATPasen aus dem

N

\

Astrozytenfortsatz
Perizyt
Basalmembran
Endothel

Abbildung 1: Aufbau der Blut-Hirn-Schranke [modifiziert nach (2)]

Hirnparenchym in die Blutbahn entfernt werden kéfin

Das Endothel wird zusammen mit den in ihrer Fumkttmch unvollstandig verstandenen
Perizyten von einer dichten, 20 nm breiten Basalbramumfasst (5). Die Perizyten, die im
Kapillarbettex vivo etwa im Verhaltnis eins zu drei Endothelzellenkeonmen (2), scheinen
neben struktureller Unterstitzung und vasodynareis@teuerung auch eine Rolle in der
Angiogenese, ortstypischen Differenzierung und Acifiterhaltung der GefalRe zu spielen
(3:;6;7).

Direkt auf die Basalmembran aufgelagert finden swdhlielich die Fortsatze von
Astrozyten, die ca. 99% der abluminalen Oberflackee Kapillargefale bedecken. Sie
scheinen ebenfalls eine wichtige Rolle in der Ingwk diverser BHS-Eigenschaften zu
spielen. So weisen Kokulturen von Astrozyten unddihelzellen in vielen Untersuchungen
deutlich hhere Barriereeigenschaften auf als Matioken von Endothelzellen (8;9).

Auch die umgekehrte Modulierung der Astrozytendédfezierung durch zerebrovaskulares
Endothel wurde beobachtet (10-12). Die Signalwedie, dieser Interaktion zwischen
Astrozyten und Endothel zu Grunde liegen, sind n@Gelgenstand intensiver Forschung, da

ihre Beeinflussung auch therapeutische Implikatiobergen konnte. In welchem Ausmal}

[ )
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jedoch die Ausbildung der BHS nun tatsachlich vemdZusammenspiel der verschiedenen
Zelltypen abhéangt, wird kontrovers diskutiert (18;1 Studien, die die embryonale

Entwicklung der BHS untersucht haben, legen einéchtigen Einfluss des neuronalen

Mikromilieus nahe; sie konnten unter anderem zeigkss eine Differenzierung der BHS
bereits vor Beginn der Gliogenese (und damit desbdung von Astrozyten) stattfindet

(15;16)..

Einige Hirnstrukturen bilden in vaskularer Hinsigihe Ausnahme und verfligen nicht Gber
den Schutz einer dichten BHS. Hierzu zahlen dikuntventrikularen Organe wie etwa die
Area postrema, die Neurohypophyse oder die Glanginkalis. Da viele dieser Bereiche an
der hormonvermittelten Regulation der endokrinenigén und des autonomen
Nervensystems beteiligt sind, finden sich hier &nerte Endothelien, die den Austausch von

Botenstoffen und anderen Molekulen tber die Gefal@veamaoglichen (3).

Trotz dieser physiologischen Besonderheiten deelrewaskularen Strombahn kénnen
jedoch verschiedene Faktoren zum pathologischeardonenbruch der BHS mit Erhéhung
der Permeabilitat und zum Teil folgenschwerem Utiexton Blutbestandteilen kommen. Im
Fokus der Untersuchungen liegen hier vor allem Erdangsmediatoren wie Bradykinin,
Histamin, Serotonin, Arachidonsaure, Nukleotide WA®P, diverse Zytokine, reaktive
Sauerstoffspezies und Radikale, aber auch exageb@ Aminosauren wie Glutamat (17;18).

Auf letztere wird in den folgenden Abschnitten gegraeingegangen.

2.2. Exzitoxiztat

2.2.1. Definition und assoziierte Krankheitsbilder

Die exzitatorische Aktivitdt der Mehrzahl neural&ynapsen ist gebunden an die
Ausschittung und Wiederaufnahme von Neurotransmijttdie die in der prasynaptischen
Terminale einlaufende Information Uber den synapgs Spalt hinweg an das

nachgeschaltete Neuron vermitteln (19). Dabei bleildie Mengen der freigesetzten

15
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Substanzen und deren extrazellulare Verweildauar gering und ihre Wirkung zumeist auf
die am Aufbau des synaptischen Spalts beteiligtesmbtanen beschréankt, an denen sie
Reizweiterleitung sowie Ausschittung und Wiederabfine des Neurotransmitters oder
seiner Bestandteile regulieren.

Unter pathologischen Bedingungen jedoch kann esireer Akkumulation von Transmittern
im Interstitium kommen, die in hohen Konzentratiortexische Wirkungen entfalten. Olney
pragte hierfur den Begriff der ,Exzitotoxizitat“edim Folgenden am Beispiel des Glutamat

weiter erlautert werden soll (20).

Die Erforschung dieses Phanomens hat im Laufeetizieh Jahrzehnte Hinweise erbracht, die
fir eine Beteiligung der Exzitotoxizitat an einereiben Front akuter und chronischer
neurologischer Erkrankungen sprechen.

Tabelle 1 fihrt dazu einige Beispiele auf:

Mit Exzitotoxizitat assoziierte Krankheitsbilder Reviews
Akut
Zerebrale Ischamie, Hypoxie/Reperfusion (21-24)
Hypoglykamie (22;25;26)
Trauma (24,27;28)
Epilepsie (22;29)
Chronisch
Morbus Huntington (30-32)
AIDS Demenz (33;34)
Morbus Parkinson (35-39)
Morbus Alzheimer (40-43)
Amyotrophe Lateralsklerose (44-48)

Multiple Sklerose und andere demyelinisierende Erkrankungen  (49-51)
Tumorausbreitung (z.B. Glioblastom) (52)

Glaukom (53-58)

Tabelle 1: Neurodegenerative Krankheitsbilder, die mit Exzitotoxizitat assoziiert sind

16
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2.2.2. Glutamat als Exzitotoxin

Im Mittelpunkt des Interesses steht dabei der Neamemitter Glutamat. Die Aminosaure
findet sich im gesamten Gehirn in héheren Konzéotman als jede andere Aminosaure und
ist dort der haufigste erregende Neurotransmitter,an moglicherweise bis zu einem Dirittel
aller schnellen exzitatorischen Synapsen im zesmrdllervensystem (ZNS) beteiligt ist
(59;60).

Dabei interagiert Glutamat mit einer Vielzahl vdnedener spezifischer Rezeptoren und
bestimmt und beeinflusst auf diese Weise viele fiditktionen, wobei neben Kognition,
Erinnerung, Wahrnehmung und Bewegungssteuerung a&uoh tragende Rolle in der
Ontogenese, vor allem bei der Entwicklung des N&systems, festzustehen scheint (61-63).
Es ist daher verstandlich, dass die Glutamat-Kamagonen in Hirngewebe und
synaptischem Spalt durch vielféaltige Regulationdma@tsmen kontrolliert werden.
Gegenuber dem Plasma wird das Hirnparenchym, dadurghschnittlich 0,2-5 pmol/L im
Vergleich zu 40-66 um/L eine deutlich niedrigeraut@mat-Konzentration aufweist, durch
die Blut-Hirn-Schranke und deren Transporter vomesi mengenmaligen Eintritt von
Glutamat geschiutzt (64;65). Dartber hinaus wirceektiv verhindert, dass Fluktuationen
des Plasmaspiegels durch Nahrungsaufnahme, Metahai und Proteinumsatz potentiell
schadigende Auswirkungen auf neuronale Prozesdeltent kbnnen, so dass bei intakter
Blut-Hirn-Schranke ein direkter systemischer Bgtrau Glutamatspiegeln im ZNS
vernachlassigt werden kann. Tatsachlich konnteigereerden, dass sogar ein Nettoefflux
von Glutamat aus dem ZNS ins Plasma stattfindgt (59

In den synaptischen Spalt ausgeschiittetes Glutamndtkurz nach der Freisetzung Uber
spezifische Transporter (EAAT-1 bis EAAT-5) wiedantfernt und so direkt oder indirekt,
Uber den metabolischen Umweg der Gliazellen (Agtesp) in Form von Glutamin, wieder in
die praterminale Nervenendigung aufgenommen (6&)rt Bteht es schliel3lich, nach
Umsetzung zu Glutamat und in Vesikeln verpackt, &ine erneute Freisetzung zur

Verfiigung.
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2.2.3. Pathogenese der Exzitotoxizitat am Beispiel von Glutamat

Die komplexen Ablaufe des Glutamatzyklus an derapge bieten multiple Angriffspunkte
fur ~ Veranderungen, die fur die Entstehung pathsldger extrazellularer
Glutamatkonzentrationen verantwortlich sein konnt&s ergeben sich dabei folgende
Maglichkeiten (67):

[1] Energiemangel: Das hoch-affine astrozytare Wiadfnahmesystem fir Glutamat ist
abhangig von der Aufrechterhaltung eines Natriuralilingradienten Uber der Membran.
Wird dieser ATP-abhangige Prozess durch Energietiepl kompromittiert, wie z.B. unter
ischamischer Anoxie bei Infarkt, kann es lber eimadaquaten Abtransport hinaus sogar zu
einer Umkehr der Transportrichtung kommen und Ghatta aus den Astrozyten in den
Extrazellularraum gefordert werden (68). Die Fakgeeine extrazellulare Akkumulation von
Neurotransmitter.

Ein massiver Energieabfall fihrt dariber hinauskdwusammenbruch des lonengradienten
zur Depolarisation der prasynaptischen Zellmembraogdurch wiederum eine verstarkte
Ausschittung synaptischer Vesikel getriggert wird.

Auch chronisch-degenerative Pathologien koénnen Higergieversorgung der Zellen
nachteilig beeinflussen. Neben toxischer Schadigdeg Atmungskette werden vor allem
genetische Faktoren, etwa bei Morbus ParkinsonGhatea Huntington diskutiert (69;70).

[2] Neuronale Uberaktivierung und synaptische \&ksing: Unphysiologische
Uberaktivierung einer neuronalen Verbindung komhteech persistierenden Glutamatstimulus
zu einer Starkung der Synapse und erhohter Tratesfreisetzung fuhren (71). Auch aus
anderen Quellen stammendes Glutamat konnte so desto fur weitere Erhdhung
extrazellularen Neurotransmitters geben und eireufélskreis initiieren. Fur eine vesikulare
Herkunft extrazellularen Glutamats aus einer soicpesitiven Feedback-Schleife sprechen
die protektive Wirkung von Tetanustoxin (Hemmer d&sikelausschittung) und NMDA-
Antagonisten in experimenteller Infarkt- und Hypgdgimiemodellen (72;73).

[3] Zelluntergang: Gegenuber ihrer Umgebung akkueneth Neurone und Astrozyten hohe
Konzentrationen an Glutamat (5.000-10.000fache Eddrazellularkonzentration), die bei
Zelluntergang in Folge traumatischer Ereignissejtetoxischer Zellzerstérung und anderen

akuten und chronischen Schadigungen zur Freisegeiliaggen konnen (74).
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Es muss vermutet werden, dass die verschiedenehilgiesten Prozess@ vivo ineinander
greifen und nicht nur isoliert auftreten. So idB.zanzunehmen, dass durch Energiemangel
freiwerdendes Glutamat wiederum die Freisetzung@hriamat aus benachbarten Synapsen
oder, in hoheren, toxischen Konzentrationen, austedtenden Zellen beférdern wirde.
Durch derartige Kettenreaktionen lieie sich die gkt zur Fortpflanzung des
zelldegenerativen Effekts auf von der primaren Noxketroffene Areale erklaren, die in

diesem Zusammenhang beobachtet wurde (73).

Bevor nun auf die spezielle Bedeutung solcher et@iischer Konzentrationen von Glutamat
auf das zerebrovaskulare Endothel eingegangen wollen im Folgenden zunachst die
beteiligten Rezeptoren als zentrales Element derta@lat-Wirkung genauer betrachtet
werden. Besonderes Gewicht wird dabei auf den NMEBXeptor als putatives
Schlusselelement in der Entwicklung und Unterh@tuexzitotoxischer Zustande und
endothelialer Reaktion gelegt.

2.3. NMDA-Rezeptor

2.3.1. Klassifikation der Glutamat-Rezeptoren

Die Glutamat-Rezeptoren gehdren dem exzitatorischierl der groRen Familie der
membranstandigen Aminosaurerezeptoren an, denemldiigitorischen strichninsensitiven
Glycin- (Glyca) und diey-Aminobuttersdure-Rezeptoren (GARA) gegenuberstehen. Die
Glutamat-sensitiven Rezeptoren wiederum zerfallachnihrem Wirkmechanismus in
metabotrope und ionotrope Rezeptoren, die weitsskiziert werden kdnnen.

Metabotrope Glutamat-Rezeptoren (mGlu) besitzerbesie Transmembrandomanen und
vermitteln die Signaltransduktion durch Aktivierur@uanylnukleotid-bindender Proteine
(,G- Proteine®).

Die acht bisher klonierten metabotropen GlutamaeR®ren lassen sich nach dem Schema
ihrer Wirkkaskade wiederum in drei Gruppen einteil®abei kommt es im Verlauf der
Aktivierung von Rezeptoren der Gruppe | (mGuzu einer Stimulation der Phospholipase C
und Bildung der Second Messenger 1,4,5-Inositphiasphat (IP3) und Diacylglycerol
(DAG). Stimulation von Rezeptoren der Gruppe Il (oG) und Gruppe Il (MGlyg.g)
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hingegen fuhrt Gber Hemmung der Adenylatzyklase werminderten Bildung von
zyklischem Adenosintriphosphat (CAMP) (75).

Auch die ionotropen Glutamat-Rezeptoren (iGlu) k&mranhand spezifischer kinstlicher
Antagonisten weiter unterteilt werden. So untergt¥teman die (,Non-NMDA®-) AMPA-
und Kainat-Rezeptoren, die vor allem schnelle exaitsche Neurotransmissionen Uber den
Fluss von Natrium- und Kaliumionen vermitteln und diversen Kognitionsprozessen (76)
in Verbindung gebracht werden, von den NMDA-Rezepio Letztere zeigen eine
langsamere Aktivierungskinetik, aber eine 5-10fadhere Leitfahigkeit als AMPA-/Kainat-
Rezeptoren und ermdglichen zudem einen grél3erestr&m von Calcium-lonen (60;77).

Allen ionotropen Kanélen der Glutamat-Rezeptorfeangemein ist eine Tertiarstrukur mit
vier Membrandomanen (M, von denen die MDomé&ne die Membran nicht durchdringt)
und zwei ligandenbindenden extrazellularen Doméaf@nund $), einem extrazellular

liegenden N-Terminus und einem ins Zellinnere wedem C-Terminus. Letzterer wird im
Zusammenhang mit einer moglichen Assoziation zwabwtopen Signalproteinen diskutiert
(78).

NH2
Liganden- =
bindungsstellle /£ 32 :
auflen — 7
| Innen j

HOOC

Abbildung 2: Schema der Tertidrstruktur einer Untereinheit des
ionotropen Glutamat-Rezeptors mit drei transmembranaren (My34)
und einer intramembrandren Doméanen (M;) sowie zwei extrazelluldren
Ligandenbindungsdomanen (S; und S,). Die M,-Doméanen bilden die
Kanalpore. [nach (1)]
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2.3.2. Funktion und Struktur des NMDA-Rezeptor

Der NMDA-Rezeptor ist fur die Forschung in vieleri¢insicht von besonderem Interesse:
zum einen weist er eine Vielzahl pharmakologisctzioarer modulierender Bindungsstellen
(wie z.B. fiir MK801, Spermin, Phenzyklidin (PCP}?2 auf, zum anderen wird er mit einer
Reihe kognitiver Prozesse wie Lernen und Gedaclauniszellularer Ebene in Verbindung
gebracht. Hierflr spielt eine Rolle, dass seine dfaore auf neuronalen Zellen bei
Ruhemembranpotential durch Magnesium blockiert wiwdbdurch ein loneneinstrom
verhindert wird. Findet jedoch eine ausreichenden@ation erregender Rezeptoren statt,
kann der Block durch Depolarisation der Membrargaibben werden. Dieser Mechanismus
wird im Zusammenhang mit dem Pha&nomen der Lang#emgierung und Vorgangen
neuronaler Plastizitat diskutiert (79;80). Auchder embryonalen Entwicklung des Cortex
und dessen topographischer Anordnung scheint debAHRezeptor eine Rolle einzunehmen
(61).

Verschiedene Untereinheiten konstituieren einenktfanellen Rezeptorkanal, wobei
Ublicherweise zwei obligate NR1-Untereinheiten tiuzavei NR2-Untereinheiten vom Typ A
bis D erganzt werden. Durch die verschiedenen Kopatlunen der 8 NR1-Splicevarianten,
der 4 NR2-Isotypen, die gleichen oder verschiedehgps sein kdonnen, und durch die
maogliche Erganzung durch eine NR3-Untereinheit in@repentameren Struktur kdnnen die

physiologischen Eigenschaften des Kanals vielféléginflusst werden (81).
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Abbildung 3: Aufbau des tetrameren (pentameren) NMDA-Rezeptors.

2.3.3. Wirkmechanismus und assoziierte pathologische Prozesse

Wie bereits erwahnt entfaltet der aktivierte Reaegeine Hauptwirkung als lonenkanal. Der
Einstrom von N& und C&' durch die Kanalpore, dem ein geringerer Ausstrom 0
entgegensteht, fuhrt zu einer Depolarisation derlleZeund kann so zusétzlich
spannungsabhangige Calcium-Kandale einbeziehergudaner Erhdhung der intrazellularen
Cd*-Konzentration beitragen. Da Calcium einen geraddsquitaren Second Messenger mit
einem breiten Spektrum an Wirkungen, z.B. bei Neenp darstellt, sollen in diesem Rahmen
vor allem die pathologisch relevanten Aspekte emroimtrazellularer Cd-Konzentrationen
genauer betrachtet werden.
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Die verschiedenen pathologischen Mechanismen, diechd hohen Calciumeinstrom
angestol3en werden kénnen, sind am besten in Neumsrfwscht, die unter exzitotoxischen
Bedingungen einer verlangerten NMDA-Rezeptoraktiwig ausgesetzt sind:

[1] Hohe Calciumkonzentrationen aktivieren die Pase Calpain und fihren so zu einer
Konvertierung zellularer Xanthin-Dehydrogenase innee Oxidase, die reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) erzeugt. Daneben fuhriucaétbhéngige Aktivierung einer NO-
Synthase zur vermehrten Generierung von Stickstwfrid (NO). In hohen Dosen stort
dieses zusammen mit Calcium verschiedene Komplex&uinungskette, wodurch es dort zu
einer weiteren erhohten Produktion reaktiver Saofspezies (ROS) kommit.

[2] Gleichzeitig wird dadurch die Energieversorguteg Zelle beeintrachtigt. Dies hemmt die
Regeneration antioxidativer Schutzsysteme, die atmrweise der Bildung von ROS
entgegenwirken. Zusétzlich droht die Entgleisunginigazellularen Regulation von Calcium.
Sie wird durch spezialisierte Pumpen an Plasmamamiond Endoplasmatischem Retikulum
versehen, die in hohem Mal3e ATP-abhangig sind.

[3] ROS bilden eine zentrale Schnittstelle in dathplogischen Kaskade und tragen einen
Anteil der NMDA-vermittelten Exzitotoxizitat. Ubediverse Riickkopplungsmechanismen
tragen sie zu einem weiteren Anstieg der zytodaodiscCalcium-Konzentration bei. Auf ihre
vielfaltigen weiteren Wirkungen wird im Abschnittbér ,Oxidativen Stress“ genauer

eingegangen.

2.3.4. Expression auf Endothelzellen der Hirnstrombahn

Neben der Lokalisation auf Neuronen in Cortex, Bgsaglien und sensorischen Arealen
wurde der NMDA-Rezeptor auch auf einer Reihe ni@tronaler und peripherer Gewebe
nachgewiesen und charakterisiert (82).

Von besonderer Relevanz fur neuropathologische eBsaz ist hier die Lokalisation auf
zerebrovaskularen Endothelzellen (83). Obwohl ertiges Vorkommen von funktionalen
Glutamat-Rezeptoren zuvor kontrovers diskutiert deor war (84;85) und zum jetzigen
Zeitpunkt noch keine konkreten Vorstellungen Uhiae gohysiologische Funktion bestehen,
konnte in den letzten Jahren eine Expression deDAHRezeptors auf verschiedenen

priméren und sekundaren Saugerhirnendothelzellesigifenverden (83;86;87).
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Die Ausbildung von NMDA-Rezeptoren auf der in diesgbeit verwendeten murinen
zerebralen Endothelzelllinie b.End3 konnte auf &rmbene mittels Western-Blot fur die
Untereinheiten NR1 und NR2A-B von Scetial. (88) nachgewiesen werden.

Eine mdgliche humanmedizinische Relevanz gewinesaliEntdeckung durch den von
Sharpet al. erbrachten Nachweis auf primaren und sekundarerahemHirnendothelzellen
(86). Aktivierung des Rezeptors mit Glutamat odemdspezifischen Agonisten NMDA
fuhrte hier in supraphysiologischen Dosen (Exzititdtsmodell) zu einem
antagonisierbaren Abfall des TransendothelialektBsshen Widerstandes (TEER) und einer
damit verbundenen Offnung der Blut-Hirn-Schranke.

2.3.5. Endothelzellen unter ,,Glutamat-Stress”

Unter ischamischen Bedingungen konnte experimeigietieigt werden, dass interstitielle
Glutamat-Spiegel um das 55fache ansteigen und Kdratmnen um 1 mM erreicht werden
kbnnen (89;90). Eine Akkumulation extrazellularenut@mats wird dabei auch bei
chronischen Pathologien zusatzlich durch den Legsabfall der energieabhangigen
neuronalen und glialen Transporter und andere obeschriebene Begleitumstande
beglnstigt.

Neben den erwdhnten Auswirkungen auf Neurone wurderiner Reihe von Studien
Beweise fur eine Wirkung von Glutamat auf das Gef@dthel vorgebracht. Sie wird als
Grundlage eines ,vasogenen Odems® in exzitotoxiscAastanden angesehen, wo es zu
einem schadigenden Ubertritt von Blutbestandtedles der Blutbahn in das Hirnparenchym
kommt (86;91-95).

In einem Teil dieser Studien konnte durch Untersagen mit spezifischen Agonisten
(NMDA) und Antagonisten (MK-801, Ifenprodil) eineafdgebliche Beteiligung des NMDA-
Rezeptors gezeigt werden.

Dabei spielt die Erh6hung des intrazellularen @ahd und die nachgeschaltete Aktivierung
intrazellularer Generatorsysteme flr oxidativene&tr eine entscheidende Rolle fur die
Permeabilitdtserhdhung an der Blut-Hirn-Schrankecld die es zum Einstrom von Wasser
und osmotisch wirksamen Soluten in das Hirnintéusti und so zur Ausbildung von Odemen
kommt (96).

Die Auswirkungen oxidativen Stresses werden nun folgenden Abschnitt genauer

betrachtet.
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2.4. Oxidativer Stress

2.4.1. Definition

Nach einer Definition von McQuaid und Keenan besitir ,Oxidativer Stress* einen

Zustand, in dem es zu einem Ungleichgewicht zwiscbeidierenden und vor Oxidation

schitzenden Faktoren in einem Gewebe kommt (97).

Wenngleich sogar stark oxidierende Sauerstoffrdglikach physiologischerweise in diverse
Signalkaskaden eingeschaltet sind und dort etwahdBhosphorylierungen oder Regulation
von Transkriptionsfaktoren modulierend in den Zeffsvechsel eingreifen, werden fast
ausschlieBlich bei einem Uberwiegen dieser oxidigea Substanzen Schadigungen
beobachtet (98;99), so dass Stoffe wie Glutathigitamin E und &hnliche auch als
.-antioxidatives Schutzsystem der Zelle* bezeichmetrden. Besonders bei hohen ROS-
Konzentrationen und bei Erschopfung der protekti&rsteme kommt es zu oxidativen
Veranderungen an vielfaltigen zellularen Makromdlek wie Proteinen, Kohlenhydraten
und Lipiden sowie zu DNA-Strangbrichen (18). Dieskadigende Wirkung kann durchaus
erwinscht sein, etwa dann, wenn sie von Immunzedlsn ,oxidierende Kampfstoffe®

generiert und zur Abtdtung von Fremdorganismenesatyt werden.

2.4.2. Reaktive Sauerstoffspezies

Zentrale Mediatoren des oxidativen Stresses sing diogenannten reaktiven
Sauerstoffspezies” (reactive oxygen species, RO®ser Begriff umfasst eine heterogene
Gruppe von Sauerstoffderivaten. Zu ihnen zéhlene frRadikale, die ein unpaares,
reaktionsfreudiges Elektron enthalten, wie das Si@-Anion (auch Hyperoxid genannt)
(O2) und das sehr reaktive Hydroxyl-Radikal (OH) sov@&ckstoffmonoxid (NO) und
Lipidradikale, die nachgeschaltet entstehen konmeEmeben existieren stabile Oxidantien
wie Wasserstoffperoxid (D,) und Peroxynitrit (ONOQ und angeregte Sauerstoffmolekiile
wie der Singulett-Sauerstoft@,), die aufgrund ihrer Struktur nicht zur engeremuire der
freien Radikale gezahlt werden, aber ebenso wsediem oxidativen Stress durch ihre stark
oxidierenden Eigenschaften beitragen (100).
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Besonders das GefalRendothel ist physiologisch wa¢hoppgisch oxidativem Stress
ausgesetzt. Zusatzlich reagiert es auch selbsthauhonelle (z.B. Angiotensin 1) und
physikalische (Dehnung, Scherung) Reize sowie airhufation durch Zytokine (z.B.

Tumornekrosefaktow) mit der Produktion von ROS.

Dies liegt zum einen an der zentralen Rolle desolmds als erste Frontlinie bei
Entzindungsvorgangen:  Hier kommt es zur massiveneiséizung von

Entziindungsmediatoren, Chemokinen und ROS, vor mallelurch adhérierende
Blutleukozyten, wodurch Permeabilitat und Expressimn Adhasionsmolekilen erhoht
werden. Zum anderen aber werden auch unabhéangigdbamehrvorgangen ROS etwa zur
Regulierung der GefaRweite bendtigt, woflir eigenayiihe wie etwa die endotheliale NO-
Synthase (eNOS) bereitstehen. NAD(P)H-Oxidase saligeXanthin-Oxidase stellen zwei
weitere wichtige Enzymsysteme dar, die in Endotiiedn der Generierung von reaktiven

Sauerstoffspezies dienen (101).

2.4.3. Physiologischer Zellstoffwechsel der reaktiven Sauerstoffspezies

Eine nicht unwesentliche Menge an konstitutiv gemtan reaktiven Sauerstoffspezies fallt in
den Stoffwechselvorgangen der oxidativen Phospiestylg an, wodurch die Mitochondrien
als Energielieferanten der Zelle den grof3ten Arateitler endogenen ROS Produktion tragen
(102). Nach alteren Schatzungen werden so 1-2% ktiasumierten Sauerstoffs zu reaktiven
Spezies umgesetzt (103). Die von dieser Quelledgjéausgehende oxidative Exposition der
Zelle wird mit dem Alterungsprozess in Verbinduragpacht (104).

Dabei ist die in den Mitochondrien primar genegeROS das Superoxid § Es entsteht
dort vor allem durch Vermittlung des radikalen Etekenlbertragers Ubisemichinon in der
Atmungskette und zerféllt spontan in Verbindung rhi#O oder durch enzymatische
Vermittlung der Superoxiddismutase (SOD) zu Wasstperoxid (HO,). Dieses kann Uber
die eisenkatalysierte Fenton-Reaktion in das heektive Hydroxylradikal (OH-) umgesetzt
werden; diesem Reaktionsweg wird jedoch im mitochiaten Kompartiment durch Entzug
dreiwertigen Eisens Uber Metallchaperone entgegeinkte(105-108).

Einen anderen Weg fur Superoxid bietet die ReaktninStickstoffmonoxid (NO), das vor
allem in Endothelzellen generiert wird. Hierbei staht Peroxynitrit (ONOQ, das nun

ebenfalls in Hydroxylradikal und NCerfallen kann (107).
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Monooxygenasen, z.B.
Cytochrom P450
Xanthin-Oxidase

Glutathion-Peroxidase

®) Almﬂngskeﬂe SOD Katalase
NAD(P)H-Oxidase oder spontan P
2.

v

Xanthin-Oxidase

NO —

Abbildung 4:
Schema des Stoffwechsels wichtiger ROS
SOD: Superoxiddismutase

0,: Superoxid N02
ONOO™: Peroxynitrit

H,0,: Wasserstoffperoxid

"OH: Hydroxilradikal

Als Second Messenger spielen ROS u.a. eine Rolldein Regulation von Wachstum,
Differenzierung und Apoptose. Eine Reihe von ligamdktivierten Enzymen mit NAD(P)H-
Oxidase-Aktivitat konnte in verschiedenen Geweber wlem Endothel nachgewiesen
werden, die Uber die Produktion von ROS redox-s&esiranskriptionsfaktoren wie NkB
beeinflussen (99). Sie generieren den grol3tendBeizytosolisch aktiven ROS (101).

Auch kurzfristige Regulation von lonenkandlen unes dSekretionsverhaltens endokriner
Zellen wird z.B. durch direkte Inaktivierung moderiender Phosphatasen vermittelt.
Spezifitat der Signalvermittlung wird zum einen curdie chemischen Eigenschaften der
jeweiligen Signal-ROS und des Rezipienten-Proteimgn anderen durch zeitliche und
raumliche Begrenzung der Lebensdauer der ROS gtisibt. Deutlich Uberwiegende
zellulare Konzentrationen sogenannter Radikalfang&lutathion-System, Superoxid-
Dismutase), die eine Umwandlung reaktiver Speziesweniger toxische Metabolite
katalysieren, garantieren einen schnellen Abbaugenshge raumliche Ausbreitung der ROS
(109). Zusatzlich existieren nicht-enzymatische ikathnger, die reaktive unpaare

Elektronen aufnehmen kdnnen, ohne selbst Radilals@haften anzunehmen, wie Vitamine
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C, E und andere. So stoppt etwa Vitamin E die Rygpang von Radikalkaskaden und
Peroxidationen in Lipidmembranen (110). Diese Scdygteme muissen unter
Energieaufwand standig regeneriert bzw. im Fall \déamine auch durch Nahrungszufuhr
neu aufgefullt werden; sind die Kapazitaten dedeZetwa durch Energiemangel erschopft,
konnen ROS ein pathologisches Ubergewicht im Médistinois der Zelle gewinnen.

2.4.4. Pathologische Rolle

Die schadigende Wirkung von ROS auf das zerebraNask Endothel ist seit langem
bekannt und konnte in einer Vielzahl von Erkrankemgvie akuter Hypertension, zerebraler
Ischéamie mit anschlieRender Reperfusion, der GemegeAtherosklerose und Multipler
Sklerose gezeigt werden (111-115). Die durch R@8azierten Veranderungen des Endothels
fallen in zwei wesentliche Kategorien: [1] erhohRermeabilitit mit Ubertritt von
Plasmabestandteilen und damit verkniUpft [2] gestésgLeukozytenextravasion. Letztere
Wirkung wird malRgeblich durch die vermehrte Expi@ass von luminalen
Adhasionsmolekilen (ICAM-1, P-Selektin) erreicht 1§1117), doch auch der
Integritatsverlust der Endothelschicht erleichtdié Zellwanderung. Dieser wird durch
verschiedene Ereignisse begunstigt: Unter den Bedipen des oxidativen Stresses kommt
es zu einer Herunterregulation und Verlagerung XeltZell-Kontakten (ZO-1, Cadherin),
einem Ab- und Umbau des stabilisierenden Aktingsriusd kortikalen Aktinbandes und zur
Ausbildung von Stressfasern (118-121). Phosphaowylig der Myosin-Leichte-Kette-Kinase
und Erhdéhung des intrazellularen Calciums fihremlieBlich zur Aktivierung des
kontraktilen Apparats, so dass es durch das Undgleiwicht von einerseits reduzierten
Bindekraften und andererseits erhohter zentripet8igannung zu Forménderungen und
Bildung von interzellularen Spalten zwischen bembacten Endothelzellen kommt (122-127).

Dies hat eine Einschrankung der BarrierefunktionBlet-Hirn-Schranke zur Folge.
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2.5. Fragestellung

Es ist bekannt, dass pathologisch hohe Konzemteiovon Glutamat am vaskularen
Endothel zu einer erhohten ROS Produktion fihrem ws in der Folge zu einer

Einschrankung der endothelialen Barrierekapazitit ainer Exazerbation der zu Grunde
liegenden Erkrankung kommen kann.

Wahrend diese Auswirkungen von Glutamat auf dieotmeliale Generierung von reaktiven

Sauerstoffspezies in verschiedenen Untersuchungréolgt wurden, ist unklar, ob umgekehrt
auch erhohte Konzentrationen an ROS, wie sie elteifiaverschiedenen dieser Pathologien

beobachtet wurden, diese Glutamatwirkung auf Rezepéne modulieren.

Ziel der Arbeit war es zu ermitteln, ob oxidati\giress einen Einfluss auf die Expression von
NMDA-Rezeptoren ausibt, die Suszeptibilitdit von @&helzellen gegentber Glutamat

beeinflusst und so zu einer Anderung der Permédtoiin der Blut-Hirn-Schranke beitragt.
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3. Material und Methoden

3.1. Zellkultur

3.1.1. Verwendete Zelllinie

Fur alle Versuche wurden Zellen der b.End3-Liniemendet ATCC, Manassas, USAES
handelt sich dabei um immortalisierte Mausehirndthdizellen, die aus priméren Zellen

durch Transformierung mittels des Polyoma Virus diedT Antigen gewonnen wurden.

3.1.2. Zellmorphologie

Konfluente b.End3-Zellen bildeten einen dicht geldgn Monolayer mit spindelférmig

verwobenen Zellkdrpern.

Abbildung 5: Ein fast (~90%) konfluenter bEnd3 Monolayer. In diesem
Stadium wurden die Zellen passagiert. (40x)

30

——
| —



Material und Methoden

3.1.3. Kultivierung und Passagierung

Die b.End3-Zellen wurden in Kulturflaschen (TPP Ama Plastic Products, Trasadingen,
Schweiz) auf 25 cm? bei 37° C und 5% &Anhteil im Brutschrank (Innova CO-48, New
Brunswick Scientific, 72622 Nirtingen, Deutschland&ltiviert. Alle Medien und
Fllssigkeiten wurden steril angesetzt und behandeWie vor Verwendung im Wasserbad
auf 37° C temperiert. Als Kulturmedium wurde DMEMIu@max (Invitrogen GmbH,
Karlsruhe, Deutschland) versetzt mit 2% PeniciBinéptomycin (Invitrogen GmbH,
Karlsruhe, Deutschland) und 15% Fetalem Kalberse(&@S) (Biochrom AG, Berlin,
Deutschland) verwendet, das jeden zweiten odetedrifag gegen 5 ml neues Medium
ausgetauscht wurde.

Die Bearbeitung der Zelllinien fand unter einerritank (Hera Safe, Kendro Laboratory
Products GmbH, Langenselbold, Deutschland) statle Aulturen wurden taglich
lichtmikroskopisch auf Morphologie, Wachstum unceetuelle Kontaminationen beurteilt,
wobei befallene Kulturen verworfen wurden.

Die Passagierung der Zellen erfolgte, wenn dieefeliach etwa einer Woche gerade einen
lichtmikroskopisch geschlossenen Monolayer gehildéer noch nicht die typische dichte
Lagerung erreicht hatten. Dazu wurde zunéchst dabrmedium und Uberstehende
Zelltrtmmer mit einer sterilen Glas-Pasteurpipett€arl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland) abgesaugt, die Zellen mit 5 ml HBS%®) (@nvitrogen GmbH, Karlsruhe,
Deutschland) gewaschen und schlie3lich mit 1 ml EETypsin (liquid, 0,05% Trypsin mit
0,53 Mm EDTA von Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Detitend) fir 2-5 Minuten im
Brutschrank inkubiert, um die Zellen zu l16sen. Dataerde der Grad der Abldsung mehrfach
im Lichtmikroskop kontrolliert, um die Einwirkdaueund potentielle Zellschadigung so
gering wie moglich zu halten. Um den Vorgang zundles, wurde die Trypsinwirkung mit 9
ml Medium geblockt und die Zellen nach Uberfiihrumgin 50 ml Tube (Sarstedt Ag&Co.,
Numbrecht, Deutschland) bei Raumtemperatur und 10@@rehungen/min fur 5 Minuten in
der Zentrifuge (Megafuge 1.0R, Kendro Laboratoryod®cts GmbH, Langenselbold,
Deutschland) abzentrifugiert. Der Uberstand wureeverfen und das Zellpellet erneut in 10
ml Medium gel6st. Neue Kulturflaschen wurden minbMedium und 1 ml Zellsuspension
angelegt, Platten (24 oder 96 Well, Greiner Bio @mebH, Solingen, Deutschland) in den
fur die jeweiligen Versuche gewiinschten Konzerdregn ausgesat, wobei die Zellzahl mit
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einer Neubauer-Zahlkammer unter dem Lichtmikrosk@iK40, Olympus, Hamburg,
Deutschland) bestimmt wurde.

3.1.4. Kryokonservierung und Auftauen der Zellen

Zur dauerhaften Lagerung eines Zellstamms wurd@ eiinder ersten b.End3-Zellpassagen in
flissigem Stickstoff tiefgefroren, um bei Ausfallerd kultivierten Zellreihe durch
Kontamination oder bei Uberschreiten einer gewis®assagegeneration neue Zellen
anzuchten zu konnen. Nach der 30. Passage wur@e@ellien verworfen und eine neue
Zelllinie aufgetaut.

Dazu wurden die aus der Passage gewonnen ZellénUtserfiihrung in das 50 ml Tube (s.
3.1.3.) zunachst unter dem Lichtmikroskop mit eiNeubauer-Zahlkammer ausgezahlt. Nach
Zentrifugation fur 5 Minuten bei 1000 Umdrehungem'mind Verwerfen des Uberstands
wurde das Zellpellet auf eine Zellkonzentration \250.000/ml resuspendiert. Dem hierfur
verwendeten Nahrmedium wurde zuvor 5% DimethylstidfoDMSO, Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, Deutschland) hinzugefligt, um eine zbkHsligende Kristallisierung des
Zellwassers beim Einfrieren zu reduzieren.

Jeweils ein Milliliter dieser Zellsuspension wurden in Kryorohrchen (Symport, Quebec,
Canada) Uberfuhrt und zunachst auf -80° C langsanablgekhlt, bevor nach einigen Tagen
die Endlagerung im Flussigstickstoffbehélter erielg

Zum Auftauen der Zellen erfolgte zunéchst eine géigErwarmung im 37° C warmen
Wasserbad und anschlielende Abzentrifugation zutfefmng des DMSO-haltigen
Einfriermediums, das verworfen wurde. Das ZellgeNerde anschlieRend mit Nahrmedium

resuspendiert und die Zellen wie gewohnt zur weiteknzucht in Kulturflaschen ausgesat.
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3.2.  Immunhistologie

3.2.1. Prinzip

Zum Nachweis nativer Proteine auf fixierten ZeNegrden spezifische Antikdrper eingesetzt,
die gegen die gewlnschte Zellstruktur gerichted.sin einem zweiten Schritt werden diese
von Zweitantikorpern erfasst, die eine Spezifitdir fden invariablen Anteil des
Erstantikorpers (&Region) aufweisen. Die Zweitantikorper sind ihe#ts mit einem
fluoreszierenden Marker ausgestattet, der einekiletegebundener Zweitantikbrper unter
Fluoreszenzlicht gestattet. Um eine eventuelle emifipche Bindung des Zweitantikdrpers
abschatzen zu konnen, wodurch ein Vorhandenseimgearchten Zielstruktur vorgetauscht
werden konnte, wird eine Kontrolle durchgefuhrt,dier nur der markierte Zweitantikbrper

mit den Zellen in Kontakt kommt.

*p- Gekoppelter Fluoreszenzmarker

Sekundarantikorper

Primarantikorper

0000 0 zeproten

Abbildung 6: Schema der Immunhistologie
In einem zweistufigen Verfahren wird das Zielprotein durch Bindung
spezifischer Antikorper sichtbar gemacht.
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3.2.2. Herstellung der Praparate und Aufnahme

Fur den Antikdrpernachweis wurden bEnd3-Zellen &l&scoverslips in verschiedenen
Zellkonzentrationen (5.000/ml — 10.000/ml — 20.@00+ 50.000/ml) ausgesat und kultiviert.
Nach ein paar Tagen unter mikroskopischer Kontralleden vier Coverslips derjenigen
Konzentration ausgewahlt, deren Monolayer im Mikaoys der besseren Ubersicht wegen
noch nicht ganz konfluent erschienen. Nach Verwedes Zellmediums wurden die Zellen
mit PBS gespilt und zur Fixierung fir 20 Minuten #%C mit 4% Paraformaldehyd (PFA,
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) inkubieRarauf folgte ein dreimaliger
Waschschritt mit PBS und jeweils 15 Minuten aufeenSchuttler (Swip, Edmund Buhler
GmbH, Tubingen, Deutschland). Nun wurden je zweai @everslips mit 300ul Triton X
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim, Deutschlatitiad)20 Minuten bei 4°C behandelt,
um eine Membranpermeabilisierung zu erreichen. &@sverslips wurden anschlieRend flr
1 Stunde mit BSA (30mg/ml, Sigma-Aldrich Chemie GtlSteinheim, Deutschland) bei
Raumtemperatur auf dem Schuttler inkubiert, um eimmgpezifische Bindung der Antikorper
zu reduzieren.

Die jeweils Ubrigen zwei Coverslips wurden nichtrpeabilisiert und direkt mit BSA fir 1
Stunde inkubiert.

Zur Beladung mit anti-NR1-Antikdrpern wurde fur @nen permeabilisierten und nicht-
permeabilisierten Coverslip das BSA verworfen untghee1:1000 Verdinnung des
Erstantikorpers (Kaninchen anti-NR1 1gG, Vector aediories Inc, Burlingame, USA) mit
BSA aufgetragen (300ul). Um eine sensitive Binddeg Antikdrper zu erreichen, wurden
die Coverslips 24 Stunden bei 4°C inkubiert.

Nach Abschluss der Inkubation wurden die mit Ertsténper beladenen Coverslips erneut
einer dreimaligen Waschung mit PBS unterzogen)(sfaf den Ubrigen Coverslips wurde
das BSA nun ebenfalls entfernt und anschlieBerdGadlverslips mit einer 1:500 Verdinnung
des Zweitantikdrpers (biotinylierter Goat-Anti-RabblgG, Vector Laboratories Inc,
Burlingame, USA) mit BSA fur 24° bei 4°C inkubiert.

Abschlieend wurden die Coverslips nach weiterainsliger Waschung mit PBS auf
Objekttragern fixiert und die Antikorperbindung Konfokalmikroskop (BX41WI, Olympus,
Tokyo, Japan mit Krypton Argon Laser, Laser Physl\&st Jordan, USA) unter Laser-

fluoreszenzlicht (488 nm) begutachtet.
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3.3. RT-PCR

3.3.1. Prinzip der RT-PCR

Die Reverse Transkription-Polymerase Kettenreak{lRm-PCR) dient der Amplifizierung
spezifischer Sequenzen von RNA. Hierzu erfolgt nAafreinigung der Zell-RNA zunéachst
eine Umschreibung in komplementdre DNA, die ans@dnd in mehreren Zyklen
vervielfaltigt wird nach dem von Mullins beschriglee Verfahren der Polymerasen
Kettenreaktion durch Hitzedenaturierung in Einzélsge, Anlagerung spezifischer kurzer
Oligonukleotidprimer und Verlangerung der Primerreuen Doppelstrdngen mit Hilfe des
Enzyms DNA-Polymerase.

Die so replizierte cDNA (,complementary DNA®) karschlief3lich durch Gelelektrophorese
dargestellt werden. Durch Vergleich mit dem Laulf\adten einer normierten Skala kann auf
die Basenanzahl der replizierten cDNA geschlossenden.

In den durchgefuhrten Experimenten wurde die Exgioesder mRNA fiir die NR1- sowie die
NR2B-D-Untereinheiten in b.End3-Zellen untersucht.

Abbildung 7 (ndchste Seite): Vereinfachtes Schema der Polymerase-Kettenreaktion

(1) +(2) Die DNA-Strange werden durch Hitze aufgetrennt.

(3) Spezifische kurze Primer werden hinzugegeben, die sich an Anfang bzw. Ende der
gewlnschten Sequenz anlagern.

(4) Die DNA-Polymerase lagert sich an den Primer an und erganzt den
komplementédren Strang mit zugegebenen Nukleotiden.

(5) Durch Wiederholung der Schritte 1-4 wird die gesuchte Sequenz spezifisch
vervielfiltigt.

Fir ein detailliertes Protokoll des verwendeten Replikationszyklus, siehe 3.3.4.
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3.3.2. RNA-Aufreinigung

3.3.2.1. Prinzip der Aufreinigung

Um moglichst reine RNA aus Zellmaterial zu gewinnevird ein Zelllysat auf einen
Saulenfilter aufgebracht, der hochaffin RNA bindéndere Zellbestandteile werden in
mehreren Waschschritten und durch Zentrifugatiotieem, DNA-Bestandteile zusatzlich
spezifisch verdaut. In einem letzten Schritt wictileelich die Affinitat zur Séule durch eine

geeignete Losung (Wasser) reduziert und die gelmenB&IA damit eluiert.

3.3.2.2. Durchfliihrung

Die RNA-Gewinnung und Aufreinigung erfolgte mit Fildes RNeasy Mini Kit von Qiagen
GmbH, Deutschland. Hierzu wurden b.End3-Zellen 4aV2ell-Platten ausgesat und bis zur
Konfluenz kultiviert. Das Medium wurde verworfencunlrei Wells im gleichen Volumen
350 pul RLT-Buffer lysiert und gepoolt. Nach Hinzg&n von 350 pul 70% Ethanol wurde das
Lysat auf eine RNeasy Spin Column mit Auffang-Tulggetragen, die Anordnung far
15 Sekunden bei 10.000 Umdrehungen/Minute zentaftignd der Durchlauf verworfen.

Zur spezifischen Entfernung von DNA-RUckstanden dam Lysat, die mit dem RNA-
Nachweis interferieren konnten, wurde an dieseliéSter der weiteren Aufreinigung ein
DNA-Verdau durchgefihrt:

Zunachst erfolgte ein Waschschritt mit Auftragungnv350 pl RW1-Puffer auf die
Elutionssaule (,Spin Column®) und Abzentrifugatiofuir 15 Sekunden bei 10.000
Umdrehungen/Minute. Der Durchlauf wurde verworfémschlielRend wurde die DNase-
Losung (70 pl RDD-Puffer + 10 pul DNase I-Stammldguangesetzt aus 1500 Kunitz Units
lyophilisierte DNase | gelost in 550 pl RNase-feeWasser) aufgetragen und die Saule fir 15
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Der DNA-Verdavurde mit einem erneuten
Waschschritt mit RW1-Puffer (s.0.) beendet.

Nun wurde die Saule mit 500 pl RPE-Puffer beladed kurz fir 15 Sekunden bei 10.000
Umdrehungen/Minute abzentrifugiert. Nach Verwerdes Eluats wurden erneut 500 ul RPE-
Puffer aufgetragen und nun fur 2 Minuten zentriéugium die Spin Column zu trocknen und

Ethanol-Rickstdnde zu minimieren. Um auch letzteERRBffer-Residuen zu entfernen,
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wurde abschlieRend die Saule auf ein neues 2 migdn@hrchen tberfuhrt und noch einmal
mit maximaler Geschwindigkeit (16.000 Umdrehungeniik) fiir 1 Minute zentrifugiert.

Zur Eluation der gebundenen RNA wurde die Saule auh ein 1,5 ml Eppendorf-
Sammelrohrchen aufgesetzt, 20 ul RNase-freies Wadisekt auf die Saulenmembran
aufgebracht und die RNA durch Zentrifugation fur Minuten bei 10.000
Umdrehungen/Minute ausgewaschen. Eine zweite Sapnofied wurde durch Wiederholung
dieses Schrittes ebenfalls gewonnen.

Die auf diese Weise erhaltene RNA wurde bis zuteren Verwendung bei -20° C gelagert.

3.3.2.3. Photometrische Kontrolle

Der Reinheitsgrad und RNA-Gehalt der Proben wutdggmetrisch tGberprift. Hierzu wurde
RNA-L6sung der Probe mit 10 mM TrisClI (pH 7,0) [@mydroxymethylaminomethan + HCI,
in geeigneten Pufferbereich titriert] im Verhaltdi20 oder 1:50 verdinnt und nach Eichung
des Gerats auf den Leerwert der Losung in RNaseafifeinmal-Kuvetten (Plastibrand UV-
Klvette mikro, Brand GmbH & Co. KG, Wertheim) mitlem Photometer
(BioPhotometer 6131, Eppendorf AG, Hamburg) genresse

3.3.3. Verwendete Primer

Fur die Polymerase Kettenreaktion wurden folgenuaét (128) verwendet (von 5’ nach 3’):

NMDAR1 (sense) GCTGTACCTGCTGGACCGCT
NMDAR1 (antisense) GCAGTGTAGGAAGCCACTATGATC
NR2B (sense) GCTACAACACCCACGAGAAGAG
NR2B (antisense) GAGAGGGTCCACGCTTTCC
NR2C (sense) AACCACACCTTCAGCAGCG
NR2C (antisense) GACTTCTTGCCCTTGGTGAG
NR2D (sense) CGATGGCGTCTGGAATGG
NR2D (antisense) AGATGAAAACTGTGACGGCG

[ 3]
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3.34. Konvertierung in cDNA und Durchfiihrung der PCR

Zur Vervielfaltigung des in der RNA-Aufreinigunghaitenen genetischen Materials wurde in
einem ersten Schritt nun zunadchst ein Mastermixesetgt, der die benétigten Primer,
Enzyme, Substrate und Ldsungsmittel zur Konvemigrun cDNA und anschliel3ender
Replizierung beinhaltet. Hierfir wurde das OneS¥pPCR Kit der Firma Qiagen GmbH,
Hilden, Deutschland eingesetzt. Enzyme wurden ddiei zur Zugabe im Eisblock
aufbewahrt, um Aktivitatsverluste zu minimieren.eDZusammensetzung des Mastermix
geschah unter RNAse-/DNAse-freien Bedingungen maredurch UV-Licht gereinigten, fur
diese Zwecke vorgesehenen Arbeitsbank.

Im zweiten Schritt wurden nun die verwendeten RNABRn auf einheitliche
Konzentrationen verdinnt (250 ng/ul) und fir eimellonzentration von 50 ng/ul zusammen
mit Mastermix in ein Eppendorf-Reaktionsgefald mibteen Arbeitsvolumen von 50 ul

uberfuhrt.

Fur die nachfolgenden Reaktionen wurden prograntarer Cycler verwendet, die die
genaue Steuerung von Temperatur und Dauer dederfimhen Einzelreaktionsschritte sowie
beliebige Zykluszahl

en ermoglichen (MasterCycler gradient/personal, eadprf AG, Hamburg, Deutschland).
Folgendes Protokoll wurde dabei verwandt:

1. Reverse Transkriptase Reaktion (Konvertierung déA R cDNA) fir 30 min
bei 50°C

2. Hitzeinaktivierung der Reversen Transkriptase uaktivierung der DNA-
Polymerase fir 15 min bei 95°C

3. Replizierungszyklus:
3.1. Denaturierung (=Auftrennung) der DNA-Doppelstrang8chmelzen®)
(30 sec bei 94°C)
3.2. Anlagerung der Primer an spezifische Enden deeplizierenden cDNA-
Sequenz (30 sec bei 52°C)
3.3.Verlangerung der Primer durch DNA-Replikase (1 ntai 72°C).

Hierbei handelt es sich um den eigentlichen Repbkavorgang.
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3.4Wiederholung des Zyklus ab 3.1. je nach gewuns@esitivitat. Fur den
NR1 Nachweis wurden initial 45 Zyklen verwandt, déachweis der
NR2 Untereinheiten erfolgte nur noch mit 30 Zyklem hohe Spezifitat

zu gewabhrleisten.

4. Finaler Verlangerungsschritt (10 min bei 72°C)

5. Kihlung des Reaktionsprodukts bei 4°C bis zur Wegievendung.

3.3.5. Herstellung eines Gels zur Darstellung der replizierten cDNA

3.3.5.1. Prinzip

Das Verfahren der Gelelektrophorese kommt zur Aofiung verschieden grol3er
Molekdilfraktionen zum Einsatz. Die Gelmatrix, iredlas Molekilgemisch eingebracht wird,
weist eine gitter- oder netzartige Struktur auf.rdVein Strom angelegt, beginnen die
geladenen Teilchen des Gemisches zu wandern; invéraNukleinsduren wie der DNA, die
aufgrund ihres Phosphatgerists viele negative Lgelutragen, findet eine Wanderbewegung
in Richtung der positiv geladenen Kathode statidiBgt durch die unterschiedliche GrélRe
bzw. Lange der Molekiile werden nun kleinere Moleldghneller die Gelmatrix passieren als
grol3ere, die durch die Netzstruktur des Gels stémkeickgehalten werden. Es resultiert nach
einer gewissen Zeit eine Auftrennung in vorauseiéerschnell wandernde Fraktionen und
langsamere, die im Fall von cDNA sehr gut mit derb&nverhéltnissen (Anzahl der
Basenpaare) korrespondiert. Ein auf einer parall8leur laufendes Gemisch fest definierter
GrofRen (z.B. 100 bp, 200 bp...) ermdglicht durch \&op mit den Banden der Probe eine
Abschatzung der enthaltenen cDNA-Gré3en.

3.3.5.2. Durchfiihrung

Das verwendete Gel wurde auf der Basis von AgamrAgmem Algenextrakt, hergestellt.

Hierzu wurde eine 1% L6sung mit (0,5x) TBE angesetie bei Raumtemperatur zu einem
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festen, flexiblen Gel erstarrt. Die Losung wurda Bedarf in einer Mikrowelle durch
Erhitzen verflissigt. Dabei wurde besonderes Augghrdarauf gerichtet, dass die siedende
Flissigkeit keine unverflissigten Reste enthieig als Schlieren sichtbar waren und die
Homogenitat der Gelstruktur beeinflussen konnteme. B)Ussigkeit wurde zum Ausharten in
eine passende Form gegossen, erneut auf evenitsthhredene Luftblasen kontrolliert und fir
30 Minuten bei Raumtemperatur bis zum Erstarrerelaliigit. Ein zuvor eingesetzter Kamm
bildet dabei im Gel die Taschen, in die spaterRIaR-Produkt eingeflllt werden kann.

Ein spezieller Farbstoff (Blue Orange Loading Dyr, ®romega GmbH, Mannheim,
Deutschland), der der visuellen Kontrolle des Fabmtists der Elektrophorese dient, wurde nun
jeweils 1:6 den Reaktionsprodukten der PCR hinzelgeq. Das erkaltete Gel wurde von der
Form in eine mit (0,5x) TBE geflillte Elektrophorkammer Uberfuhrt, die Geltaschen mit
den PCR-Produkten befillt und eine weitere Taschlieemem DNA-Skalengemisch befllt
(100bp DNA/RNA Ladder Skala). Die Elektrophoreserdas nun durch Ansetzen von
Gleichstrom mit einer Spannung von 100 V fir 30 iden durchgefihrt.

Zur Visualisierung der aufgetrennten cDNA kam eM-flluoreszierender Farbstoff (Sybr®
Green, Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim, Dedtsaf) zum Einsatz. Dazu wurde
dieser mit (0,5x) TBE im Verhaltnis 1:10.000 gerhisand das Gel in dieser Losung nach
Abschluss der Elektrophorese fur 45 Minuten beichr Schwenkbewegung und
Zimmertemperatur auf einem Schdattler inkubiert. &me3end wurde das Gel vorsichtig mit
VE-Wasser abgespllt und blasenfrei auf die Obdrélaeiner UV-Durchlichtplatte (GelVue
GVM20, Synoptics Ltd., Cambridge, GroRbritannienjfggbracht. Unter dem UV-Licht
konnten nun die fluoreszierenden Banden der Elpktyeese beurteilt und fotografiert

werden.
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3.4. Behandlung der Zellen mit Reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)

Um die Auswirkungen oxidativen Stresses auf Endoéllen zu untersuchen, wurden diese
fur einen kurzen Zeitraum gegenuber den reaktivane&toffspezies Wasserstoffperoxid
(H205), Superoxid (@) oder Peroxynitrit (ONOQ exponiert. Da es sich bei den letzteren um
flichtige Verbindungen mit geringer Stabilitdt hatidwurden sie durch eine enzymatische
Reaktion direkt im Versuchsmedium generiert. Dazurde die Reaktion von Xanthin-
Oxidase mit seinem Substrat Xanthin eingesetzt,der molekularer Sauerstoff als

Elektronenakzeptor auftritt und zur reaktiven Sataéfspezies Superoxid umgeformt wird:

Xanthin + Q@ — Harnsaure + ©

Durch Zugabe des Stickstoffmonoxid-Donators Nitugsid (SNP) kann diese Reaktion zum
Endprodukt Peroxynitrit fortgefiihrt werden:

Xanthin + Q — Harnsaure + ©
O, + NO— ONOO

Eingesetzt wurden fur alle Versuche folgende Kotragionen: 1 mM HO, (verdinnt aus
30% Stammldsung) fur die Versuche mit Wasserstaffpd, 100 uM Xanthin und 10 mU/L
Xanthin-Oxidase (Grade V) fur Superoxid sowie zaéh 1 uM SNP (alle Sigma-Aldrich
Chemie GmbH Steinheim, Deutschland) fir die Experita mit Peroxynitrit.

Im Anschluss an eine 30-minutige Inkubation bei@7Mh Brutschrank wurde das Medium
gewechselt und die Zellen bis zur Fortfihrung dessuchs im Brutschrank belassen. Eine
lichtmikroskopische Kontrolle der Zellen direkt maStimulation und zu spateren Zeitpunkten

zeigte keine deutlich erkennbaren Anderungen démzaephologie.

42

——
| —



Material und Methoden

3.5. In-Cell-Western Assay

3.5.1. Prinzip

Das Verfahren des In-Cell-Western dient der anpikégestitzten Detektion von
Zellproteinen im fixierten Zellverband. Hierzu wimdinachst ein Primarantikérper gegen die
eigentliche Zielstruktur gerichtet. In einem zwaitschritt erfolgt eine Inkubation mit einem
Zweitantikorper, der an den Primarantikbrper bindBer Zweitantikbrper kann nun
fluoreszierend oder radioaktiv markiert werden soddie Proteinbindung anzeigen. Um die
Menge des detektierten Proteins in ein VerhaltoisZellzahl zu setzen, werden zuséatzlich
z.B. DNA-farbende Fluoreszenzmarker eingesetzt.

Im Rahmen der vorliegenden Versuche sollte die &gon der NR1-Untereinheit als
wesentlichem Bestandteil des NMDA-Rezeptors untguoSition mit verschiedenen freien
Sauerstoffradikalen (Superoxid ;O Peroxynitrit ONOQ Wasserstoffperoxid D)

untersucht werden.

Antikorper-Fluoreszenz (rot)

Expression (normiert) =
DNA-Fluoreszenz ( )

Abbildung 8: Schema des InCell Western

Die gesuchte Struktur wird durch spezifische Primarantikorper detektiert, an die
fluoreszierend markierte Zweitantikérper binden.

Grin angedeutet die DNA-Farbung mittels Syto, um die Antikérperbindung in
Bezug zur Zellzahl setzen zu kdnnen.

43

——
| —



Material und Methoden

3.5.2. Durchfiihrung

bEnd3-Zellen wurden in 24-Well-Platten ausgesat kmtiviert. 24 Stunden vor Erreichen
von Konfluenz wurden die Zellen fur 30 Minuten rsiauerstoffradikalen stimuliert (siehe
3.4.) und nach einem Mediumwechsel fur weitere i Brutschrank inkubiert.

Nach Aspiration des Kulturmediums wurden die Zellemit 150 pl 4%
Paraformaldehydlosung (Carl Roth GmbH, KarlsruheytSchland) bei Raumtemperatur fir
20 Minuten fixiert.

Die Fixierlosung wurde entfernt und die Zellen fitton Waschlosung, bestehend aus (1x)
PBS mit 0,1% Triton X 100 (Sigma-Aldrich Chemie GthiSteinheim, Deutschland),
permeabilisiert, indem pro Waschvorgang die Zellemt je 200 pl Lésung bei
Raumtemperatur auf einem Schuttler inkubiert wurden

Es folgte ein Blockierungsschritt mit je 150 plesnPuffers aus (1x) PBS mit 10% FCS fur
1,5 Stunden auf dem Schiittler, um unspezifisch&argerbindungen zu reduzieren.

Nach Absaugen wurden erneut eine Reihe Wells miub@es Blockpuffers versetzt, um
spater als Kontrolle fur unspezifische Bindunges deveitantikdrpers zu dienen, wahrend
alle anderen Wells mit 50 pl einer 1:500 Verdinndeg anti-NR1-Antikorpers (Kaninchen
anti-NR1 1gG, Vector Laboratories Inc, Burlingani#$A) mit dem Puffer beladen wurden,
um danach fir 2 Stunden auf dem Schittler bei teicBewegung und Raumtemperatur zu
inkubieren.

Anschliel3end folgte ein dreimaliger Waschvorgangt @00ul TWEEN-Waschldsung,
bestehend aus 1x PBS mit 0,1% TWEEN 20 (Sigma-éidChemie GmbH, Steinheim,
Deutschland), jeweils 10 Minuten auf dem Schiittler.

Der Zweitantikorper (biotinylierter Ziege-Anti-Kamthen IgG, Vector Laboratories Inc,
Burlingame, USA) wurde mit Blockpuffer 1:800 verdiinin je 50 ul auf alle Wells
aufgetragen und fur eine Stunde auf dem Schitfiersben. Daran anschlie3end erfolgte eine
erneute dreimalige Waschung mit TWEEN-L6sung (s.0.)

Um den Zweitantikorper fluoreszent zu markierenydeunun durch einstiindige Inkubation
ein roter Farbstoff (1:1000 Cy3 Streptavidin, SigAldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland) an diesen angekoppelt und ungeburidieesstande mit dreimaliger TWEEN-
Waschung entfernt. Um die Antikdrperbindung in Bgawuf die Zellzahl quantifizieren zu
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konnen, wurden die Zellen in diesem Schritt zugdtzinit einem grinen DNA-Farbstoff
(Sytho 16, 1:1000 in Blockpuffer, Invitrogen Gmbkgrisruhe, Deutschland) inkubiert.

Nach vollstandiger Entfernung der Waschlésung wumdélatereader (Tecan Infinite F200,
Tecan Trading AG, Schweiz) die Fluoreszenz von meakn Sekundarantikorper bzw.
DNA-Marker bei Exzitationswellenlangen von 540 nmzwb 485 nm und

Emissionswellenldnge von 585 nm bzw. 535 nm glgemmessen.
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3.6. Fluoreszenz-Messungen

3.6.1. Prinzip

Um das Ausmal} der Rezeptoraktivierung nach Stimoalahit geeigneten Liganden zeitnah
zu erfassen, bietet sich, neben der elektrophygimtben Methode der direkten Ableitung an
Einzelzellen, fur groRere Zellverbdnde die Mdoglieitkder indirekten Messung Uber
fluoreszierende Indikatoren. Bei dieser Gruppe stofflich sehr heterogenen Substanzen
handelt es sich um Molekile, die bei einer zu wuehenden Zustandsanderung der Zelle
ihre Fluoreszenzeigenschaften andern und durch giinge mit Licht einer definierten
Wellenldnge zur Emission von Photonen anderer \Wélhgie angeregt werden kdnnen. Auf
diese Weise kann etwa, wie im folgend geschildeffxperiment, die Anderung der
Membranpolarisation eines Zellverbands nach Rersgjptaulation untersucht werden. Der
verwendete Farbstoff DIBAC (Bis-(1,3-Dibutylbarbiséure)-Trimethin-Oxonol) reagiert auf
Hyperpolarisation der Membran mit Verminderung, &6dpolarisation mit Erhéhung der
Fluoreszenz, wobei typischerweise Anderungen voreittér Membranpotentialverschiebung

von 1 mV entsprechen.

Hyperpolarisation @ @ extrazellular

+—=——== + - . +++++++

+-+++-++ Depolarisation =~ =— — — — — — —

intrazellular

Abbildung 9: Funktionsprinzip des Membranfarbstoffs DiBAC.

Abhangig vom Kontakt zum intra- oder extrazelluldren Milieu andert der Indikator
sein Fluoreszenzverhalten. Uber ionophoretische Vorginge transloziert das Anion
bei Hyperpolarisation auf die extrazellulaire Membranseite, wahrend es sich in
depolarisierten Zustanden vermehrt intrazelluldr anlagert und dort zu starkerer
Fluoreszenz anregbar ist.

[mod. nach einer Abbildung der Invitrogen GmbH
(http://probes.invitrogen.com/lit/catalog/3/sections/7735.html)]
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3.6.2. Durchfiihrung

bEnd-Zellen wurden auf 96-Well Platten ausgesat kultiviert. Nach zwei Tagen wurden
die Zellen bei einsetzender Bildung eines Monolaydiir 30 Minuten gegenuber
Sauerstoffradikalen exponiert und nach Mediumwdclige weitere 72h im Brutschrank
inkubiert. FuUr die darauf folgende Messung wurdes ddedium verworfen und eine
einstindige  Inkubation im  Brutschrank mit dem memnpotentialsensitiven
Fluoreszenzfarbstoff DIBAC (1:1000 in HBSS mit 2 wihCaCl, 1 mmol/l MgCl and 10
mmol/l Glukose) angeschlossen. Die Platten wurdamawthin in den ebenfalls auf 37 °C
temperierten Platereader Uberfihrt. Da der Farbsteinen deutlichen initialen
Fluoreszenzabfall aufweist, wurde zuné&chst einbdtiahdige Vormessphase implementiert,
um eine anschlieRende Hauptmessung unter stabieingungen zu ermdoglichen. Diese
erfolgte nach Zugabe von NMDA bzw. Kontrollen unérdeseitigem einsekiindigem

Schwenken der Platten, um eine gleichmaiRige Stoéeng zu gewahrleisten.

3.7. Impedanzmessungen mit ECIS

3.7.1. Prinzip

.Electrical Cell-Substrate Impedance Sensing” (&dkt ein Verfahren, dass der Messung
der elektrischen Impedanz (vereinfacht vergleichhdardem elektrischen Widerstand) tber
einen lebenden Zellmonolayer dient. Es wird untedemem zur Untersuchung von
Wachstumsverhalten und Differenzierung von Zelléexden mit Barrierefunktion wie den
zerebrovaskularen Endothelzellen eingesetzt.

Im Zellmedium (,Substrat®) geldste lonen vermittettabei einen Stromfluss Uber die
Zellschicht zwischen den an eine Messstation amdessenen Elektroden. Die dabei aus den
Messungen errechnete Impedanz, die dem Fluss varenloentgegenwirkt, kann
naherungsweise als Mal3 fir die Dichtigkeit respektburchlassigkeit des Monolayers
angesehen werden. Sie wird vor allem durch die Adishg eines dichten Zellrasens und die
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Expression von Interzellularkontakten bestimmt; G@r hinaus flieRt auch die
Membrankapazitat der Zellen in die Ermittlung mih.eBei einer Kompromittierung der
Schrankendichte ist durch den erhdhten Stromflugs emem Abfall der Impedanz zu
rechnen.

Ein Vorteil des ECIS-Systems ist die Moglichkeigrénderungen der Impedanz in ,Echtzeit”
bereits wahrend der initialen Wachstumsphase undgé@samten weiteren Verlauf des
Experiments beobachten zu kénnen.

Fur die Impedanzmessungen der folgenden Experinveatée ein Setup der Firma ibidi in
Kooperation mit Applied BioPhysics, Martinsried, udgchland, eingesetzt. Die Zellaussaat
erfolgte auf goldbeschichtete 8-Well-Elektrodengsradie wahrend der Messungen im

Brutschrank verblieben.

3.7.2. Durchfiihrung

Anschliel3end an eine etwaige Vorstimulation mit R@Sonfluenten Kulturflaschen und

darauf folgenden Medienwechsel wurden die Zellechnaeiteren 24 Stunden trypsinisiert
und wie gewohnt fur die Aussaat vorbereitet (s.IkZdtur®). Es wurden je 50.000 Zellen pro

Well eingesetzt, gelost in einem Arbeitsvolumen vien 300 pl Medium. Nach der

Aufbringung auf die elektrodenbeschichteten Wekts &ECIS-Setups wurden diese an die
Messstation angeschlossen, in den Brutschrankiilivédnd die Impedanzmessung mit einer
Wechselstromfrequenz von 15 kHz gestartet, die bsténden von wenigen Sekunden
erfolgte. Zugabe von NMDA als spezifischem Rezegjonist erfolgte 48 Stunden nach
Aussaat und Beginn der Impedanzmessung. Die Zalg¢ten bereits nach etwa 36 Stunden
ein im Zeitverlauf deutlich erkennbares Wachstumgau erreicht, in dem die Zellen einen
konfluenten Monolayers ausbilden und es zu keineeitenen Ansteigen der Impedanz

kommt.
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Abbildung 10: Das Schema des ECIS-Chips zeigt den Stromfluss und die wesentlichen
determinierenden Komponenten der Impedanzmessung. Wird der lonenfluss von der
basalen Elektrode zur Referenzelektrode durch eine dichte interzelluldare Barrierefunktion
inhibiert, steigt die Impedanz des Systems und kann an der Messapparatur registriert
werden. Im umgekehrten Fall wird eine Steigerung der Barrierepermeabilitdt zu erhohtem
lonenfluss und messbarem Abfall der Impedanz fihren [mod. nach einer lllustration von
BTX® Harvard Apparatus (http://www.btxonline.com/products/ecis/)]
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3.8. Statistik

Fur die Auswertung wurden die experimentellen Datendas Programm Excel 2003
(Microsoft, Seattle, USA) migriert, statistische si® wurden mit GraphPad Prism 4.02
(GraphPad Software, San Diego, USA) durchgefuhigniffkanzberechnungen erfolgten
mittels One-Way-Anova-Test mit anschlieRendem post-Tukey-Test.
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4. Ergebnisse

Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse der [Erpente vorgestellt, deren
Durchfuihrung in Kapitel 3 beschrieben wurde. Zusécehird in Abschnitt 4.1. die Existenz
des NMDA-Rezeptors auf der b.End3-Zelllinie mittdismunhistologie und RT-PCR
verifiziert. Der anschlieRende Abschnitt 4.2. ist duswirkung reaktiver Sauerstoffspezies
(H20,, O,, ONOO) auf die Expression des Rezeptors gewidmet. MitbelCell-Western
wurde die Proteinexpression untersucht. Daten delorészenz-Messungen mit dem
membranpotentialsensitiven Farbstoff DiBac legenhenadass an eine veranderte
Proteinexpression auch funktionelle Anderungen deltantwort auf Rezeptorstimulation
geknupft sind.

Im Abschnitt 4.3. werden die Erkenntnisse der bigle® Untersuchungen auf ihre mdglichen
Konsequenzen fur die Integritdt der Blut-Hirn-Sctk@ Uberprift. Die Daten der
Impedanzmessungen an Monolayern der Endothelzgb®en Auskunft Gber den Einfluss
von reaktiven Sauerstoffspezies auf Permeabilitdisdingen, die durch Aktivierung des

NMDA-Rezeptors vermittelt werden.
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4.1. NMDA-Rezeptornachweis

Mittels Western-Blot wurde auf der b.End3-Zelllingereits in Lysaten durch spezifische
Antikdrper das Vorhandensein von NR1 und NR2A/B ddeinheiten von Scott et al.
demonstriert (88). Auch funktionelle Daten aus €ieStudie legen die Prasenz des Rezeptors
nahe. Die Nachweisversuche, deren Ergebnisse imeRdén dargestellt werden, dienten
daher vorrangig der weiteren Absicherung durch Hempntare Techniken (einerseits ein
immunhistologischer Nachweis in vitro, andererseits Nachweis von mRNA mittels RT-

PCR) sowie der Frage nach weiteren moglicherwesseandenen NR2-Untereinheiten.

4.1.1. Immunhistologie

Im Rahmen der Immunhistologie sollte die fir den DIMRezeptor funktionell essentielle
NR1-Untereinheit auf Proteinebene in der verwendeteEnd3-Zelllinie nachgewiesen
werden. Da eine Lokalisation an der Plasmamembeaflébhe nahe lag, wurde flr einen
Teil der untersuchten Zellen auf die sonst Ubli€s@meabilisierung mit Triton X bei der

Fixierung verzichtet.

Expression der NR1-Untereinheit auf b.End3

Die Bilder der Immunfluoreszenzmikroskopie sindAinbildung 11 gezeigt. Zur Darstellung
der fluoreszierenden Areale wurde das grine Flaerezbild Gber eine Hellfeld-Aufnahme
des gleichen Ausschnitts gelegt. Die eingesetztgr@Berung entspricht 60x.

Gegenuber den Kontrollen (ohne Erstantikdrper, MKhing 11D) weisen sowohl
permeabilisierte als auch nicht-permeabilisierteigpen eine deutliche Fluoreszenz durch

Antikdrpermarkierung auf.
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Abbildung 11:

A und B zeigen typische Zellfluoreszenz nach Antikérpermarkierung der NR1-Untereinheit
ohne vorangehende Permeabilisierung mit Triton X. Abbildung C zeigt zum Vergleich eine
Zelle der permeabiliserten Gruppe. Abbildung D zeigt die Kontrolle fiir den Zweitantikorper,

die keine deutliche Fluoreszenz aufweist.
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4.1.2. RT-PCR

Der Nachweis von mRNA, die die Produktion des NMBAzeptors in den Zellen vermittelt,
wurde mittels RT-PCR gefuhrt. Verwandt wurden hietmtereinheitenspezifische Primer,
die gezielt die gewiinschten Sequenzen, so im Balllyorhanden, replizieren.

In der abschlieBenden Bandenauswertung der Replisprodukte zeigten sich die
untersuchten bEnd3-Zellen positiv fur mRNA der Ueteheiten NR1 (Abbildung 12) sowie
der NR2-Subtypen NR2B-D (Abbildung 13).

4.1.2.1. Nachweis der NR1-Untereinheit

400bp m—

100bp m—

Abbildung 12: Das Gel zeigt die PCR-Produkte fir spezifische Primer der NR1-Untereinheit
der Positiv-Kontrolle (murine Neuronen), b.End3-Zellen und Negativ-Kontrolle (H,0). Die
Replikation der cDNA umfasste 45 Zyklen. Eine Skalen-Mischung von Nukleotidfragmenten
(links) in einer Staffelung von 100 Basenpaaren dient der GroReneinschatzung der
replizierten Fragmente durch Lagevergleich der Banden.
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4.1.2.2. Nachweis der Untereinheiten NR2 B-D

Y, 4, 1%
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Abbildung 13: Die PCR-Produkte fiir Primer der Untereinheiten NR2 B-D der Positiv-Kontrolle
(murine Neuronen) und b.End3-Zellen. Es wurden 30 Zyklen eingesetzt. Der Vergleich mit
der Skala zeigt gute Ubereinstimmung der FragmentgroRen mit Literaturwerten (NR2B-
Fragment: 314bp, NR2C-Fragment: 464bp, NR2D-Fragment: 265bp) (128)
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4.2. NMDA-Rezeptorexpression nach ROS-Exposition

Die folgenden Experimente dienten der Untersuchugiger veranderten NMDA-
Rezeptorexpression auf Endothelzellen nach Expositi gegentber reaktiven

Sauerstoffspezies.

4.2.1. In-Cell Western

In diesen Versuchen wurde die Proteinexpression MRA-Untereinheit zu mehreren
Zeitpunkten (24 h, 48h und 72h) nach ROS-Behagll mittels fluoreszierender
Antikdrperbindung, normiert auf die Zellmenge (DNFehalt), untersucht. Es zeigte sich fur
alle ROS-exponierten Gruppen gegeniber der Koatreih deutlicher, hoch signifikanter
(p < 0,001) Anstieg der NR1-Expression nach spémast2 Stunden.
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Abbildung 14: In-Cell Western (Stimulation mit O,). Nach einer 30-minitiger Exposition
gegeniber Superoxid steigt die Expression der NR1-Untereinheit und erreicht nach 72h
hochsignifikante Werte (% der unbehandelten Kontrolle; ***p<0,001, n=8; 72 h: 133,83 +/-
7.51 %)
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Abbildung 15: In-Cell Western (Stimulation mit ONOO-). Nach Kontakt mit Stickstoffperoxid
fir 30 Minuten erreicht die Expression der NR1-Untereinheit nach 72h hochsignifikante
Werte (% der unbehandelten Kontrolle; ***p<0,001, n=8; 72 h: 184,85 +/- 10.68 %)
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Abbildung 16: In-Cell Western (Stimulation mit H202). Ebenso steigt die Expression der NR1-
Untereinheit nach 30-minitiger Inkubation mit Wasserstoffperoxid, die Steigerung nach 72h
ist hochsignifikant (% der unbehandelten Kontrolle; ***p<0,001, n=8; 72 h: 192,84+/-
74,58%)

57

——
| —



Ergebnisse

4.2.2. Fluoreszenz-Messungen

Die Verwendung des membranpotentialsensitiven Faffbedikators DIBAC ermdglichte

eine zeitnahe Untersuchung der Aktivierung des tropen NMDA-Rezeptors auf
radikalexponierten Zellen. Eine Fluoreszenzsteiggruist dabei Ausdruck einer
Depolarisierung des Membranpotentials durch kamagene lonenstrome, wie in 3.6.1

beschrieben.

Die Zellen wurden fur 30 Minuten gegenuber den 8ia#radikalen HO,, O, oder ONOO
exponiert. Nach einer 72-stindigen Latenz im Inkabarfolgte die Stimulation mit NMDA
verschiedener Konzentrationen (0,1 / 0,5/ 1,0238dnmol/l NMDA).

Dabei zeigte sich im Vergleich mit den nicht-expmten Zellen fur alle radikalexponierten
Gruppen eine deutlich starker ausgepragte Fluongsasigerung, bezogen auf die jeweils
gleich vorbehandelten, NMDA-unstimulierten Kontesll Dieser Effekt, der bereits bei
niedrigen NMDA-Konzentrationen hochsignifikant wadeutet auf eine deutlich hdhere
NMDA-vermittelte Rezeptoraktivierung in den vorbebalten Zellen hin. Diese
Beobachtung korrespondiert gut mit den mittels &FCWestern durchgefuhrten

Rezeptorexpressionsstudien.
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Abbildung 17: Fluoreszenzmessungen mit dem membranpotentialsensitiven Farbstoff
DiBAC. Nach 30-minitiger Radikalexposition und anschlieBender 72-stiindiger Inkubation
wurde mit verschiedenen NMDA-Konzentrationen stimuliert.

Dargestellt sind die Messwerte fir t = 30 min nach Stimulation als prozentuale
Fluoreszenzsteigerung Uber derjenigen der jeweiligen NMDA-unbehandelten Kontrolle,
bezogen auf den Zeitpunkt t = 0 vor Stimulation. (***p < 0.001; n=8)
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4.3.  Auswirkungen von ROS auf die Endothelintegritat nach NMDA-

Rezeptoraktivierung

Um zu untersuchen, ob die Anderung der NMDA-Rezepmression nach
Sauerstoffradikal-Exposition einen Einfluss auf dindothelintegritat unter NMDA-
Rezeptoraktivierung ausibt, wurde das ECIS-Systeniessung der Monolayer-Impedanz

Uber einen Zeitverlauf eingesetzt.

4.3.1. Plateaubildung

Nach Aussaat auf dem ECIS-Chip beginnt mit dem Arsan der Zellen die Bildung eines
konfluenten Monolayers, der den Strom von lonensehen den Elektroden zunehmend
einschrankt und zu einer Impedanzerhéhung fihrchNea. 36 Stunden erreichte diese
Impedanzénderung in allen untersuchten Grupperheass ein Plateau, die Zellen bildeten

einen konfluenten Monolayer. Nach 48 Stunden etdolg diesem Zustand die Zugabe des
Rezeptorstimulans NMDA.

1400

1200

c
N 1000
c
©
8 800
g' ams Kontrolle
- 600 0.-
400 ONOO-
—HZC)2

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40

Zeit (Stunden nach Aussaat)

Abbildung 18: Anwachsen der Zellen auf dem ECIS-Chip. Mit zunehmender Zellzahl und
Monolayerbildung steigt die gemessene Impedanz durch Einschrankung des
lonenflusses zwischen den Messelektroden. Nach 36 Stunden ist ein Plateau erreicht,
das Ausdruck in der abflachenden Wachstumskurve des Zellrasens findet. Artefakte
und Wachstumsverzogerung bei 16-20 Stunden sind Ausdruck des Arbeitsbetriebs am
Brutschrank. Dargestellt sind exemplarisch gemittelte (n=4) Wachstumsverldufe der
jeweiligen Gruppen.
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4.3.2. Impedanzanderung

Unter Stimulation mit 2,5 mmol/l NMDA zeigte sicheibden zuvor radikalexponierten
Gruppen im Vergleich zur Kontrolle ein Impedanzdlbfaezogen auf den Zeitpunkt
unmittelbar vor Zugabe, der 24 Stunden nach NMDi&lation fir ONOO und HO;

signifikant bzw. hochsignifikant war.
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Abbildung 19: ECIS Impedanzdanderung 24h nach NMDA-Stimulation. Die vor
Aussaat 30 min radikalexponierten Zellen wurden vor NMDA-Zugabe 48h auf den
ECIS-Chips kultiviert. (Kontrolle: 99,11 +/- 1,37%, O, 97,56 +/- 1,07%, p > 0,05;
ONOO™: 91,00 +/- 0,66%, *p < 0,05; H,0,: 88,89 +/- 2,89%, **p < 0,01; je n = 4)
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5. Diskussion

5.1. NMDA-Rezeptoren auf zerebrovaskularem Endothel und bEnd3-Zellen

Der Nachweis des NMDA-Rezeptors auf zerebrovaskularen Endothelzellen war
von einigen Gruppen in Frage gestellt worden, konnte jedoch durch die
vorliegenden Untersuchungen weiter erhartet und der Rezeptor in seiner

Komposition auf der bEnd3-Zelllinie weiter charakterisiert werden.

War zundchst das Konzept funktioneller Glutamatdpearen auf nicht-erregbaren
Hirnendothelzellen bei Mensch, Maus und Ratte uttestr — einige Autoren traten
Gegenbeweise an (84;85;129) — so konnte doch inleteten Jahren in einer Reihe von
Experimenten verschiedener Arbeitsgruppen die Emistund potentielle Bedeutung dieser
Rezeptoren in vielfaltigen neuropathologischen Ausanhangen aufgezeigt werden (83;86-
88;93;130-132). Koeniget al. demonstrierten in Versuchen an Praparationen von
Hirnkapillaren der Ratte, dass ein kryogener Intagaverlust der BHS durch Inhibition von
NMDA-Rezeptoren mit MK-801 verhindert wird, wohirggn der Agonist NMDA in anderen
Versuchen zu einer erhghten Permeabilitat der Bh&é. Mittels RT-PCR wiesen Krizbeti

al. Transkripte fir NR1, NR2A-C sowie AMPA und metalopie Glutamatrezeptoren in einer
primaren Rattenhirnendothelzelllinie nach und bebbeten eine Aktivierung der
Calcium/Calmodulin-abhangigen Proteinkinase Il ndekposition gegenldber Glutamat.
St’'astny et al. gelang ebenfalls der RT-PCR gestitzte NachweisNR1L und AMPA-
Rezeptoruntereinheiten von frisch isolierten Kapéh aus sieben verschiedenen
Hirnregionen; zusatzlich gestutzt wurde dieser Magd durch Bindungsstudien mit
[*H]Glutamat, das durch NMDA, AMPA und metabotropez&gtoragonisten aus seiner
Bindung an NMDA-Rezeptoren der isolierten Kapillarerdrangt werden konnte. Collaad

al. wies im Rattenmodell mittels RT-PCR und komplerdesit Techniken verschiedene
metabotrope Rezeptoren (mGlut) nach und demortstridtare Funktionalitat durch den
Einsatz spezifischer Agonisten. Ebenso konnten vBarfenova et al. mittels
Radioligandenbindung und Immunoblotting Hinweisedie Anwesenheit ionotroper, jedoch
nicht metabotroper Glutamatrezeptoren in dieseralis&tion am neugeborenen Schwein
erbracht werden. Shami al. gelang an humanen Hirnendothelzellen die Darstglieines
funktionellen NMDA-Rezeptors mittels Western-BlatduRT-PCR; ein durch Glutamat oder
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NMDA herbeigefilhrter Abfall der TEER konnte durchKBD1 und C&'-Inhibitoren sowie
Antioxidantien signifikant reduziert werden. Neuéndeiten von Minagaet al. zeigten, dass
die spezifische Stimulation von NMDA-Rezeptoren lamer zerebraler Endothelzellen
Einflisse auf die Proteinexpression hat.

Erste Untersuchungen der Arbeitsgruppe um ScothteonHinweise fir die Expression des
NMDA-Rezeptors auf murinen zerebrovaskularen Enelatilen der bEnd3-Reihe erbringen.
Dort waren aus Zelllysaten mittels Western-Blotfik Fraktionen isoliert worden, die mit

den NR1- und NR2A/B-Untereinheiten korrespondieren.

In der vorliegenden Arbeit konnte diese BeobachtimgbEnd3-Modell weiter erhartet
werden und dartber hinaus weitere beteiligte Uimtbedten ausgemacht werden. Der
Expressionsnachweis der obligatorischen NR1-Untbesi konnte immunohistologisch
sowohl an permeabilisierten als auch nicht-perniisadsten Zellen erbracht werden.
Letzteres spricht fur die funktionelle Lokalisatiales Rezeptors an der Plasmamembran.
Ebenso konnte mittels RT-PCR Technik spezifischeN\Rir die NR1 sowie, neben NR2B,
fur die Untereinheiten NR2C und NR2D nachgewiesenden. Diese Befunde legen eine
heterogene Komposition der exprimierten NMDA-Reregn nahe, wie sie von Krizbeti al.

auch fur priméare Zellkulturen beschrieben wurde).(83

5.2. Oxidativer Stress erhoht endotheliale NMDA-Rezeptorexpression

Auf der Grundlage der vielfach beobachteten Wechselwirkungen zwischen
oxidativem Stress und dem NMDA-Rezeptor pathway wurde untersucht, ob
ROS an der Modulation der NMDA-Rezeptorexpression beteiligt sind. Dabei
konnte gezeigt werden, dass es unter dem Einfluss von Wasserstoffperoxid,

Superoxid und Peroxynitrit zu einer Hochregulation des Rezeptors kommt.

Die vermehrte Produktion reaktiver Sauerstoffspemse vielfach im Zentrum verschiedener
neuropathologischer Prozesse beobachtet wordeen dendstrecke neben einer direkten
neuronalen Schadigung in der Offnung oder Komprdening der BHS miindet und zu
vasogenen Odemen mit nachfolgender weitergehen@estafung neuronalen Gewebes
fuhren kann (133;133-135).
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Dabei weisen unterschiedliche diskutierte Mechaasmwie das Kinin-System,
mitochondriale Dysfunktion, Rekrutierung von Neginden, Freisetzung von Interleukinen
und Exzitotoxizitdt eine gemeinsame Endstreckeen Rildung reaktiver Sauerstoffspezies
auf, denen wiederum eine Schlisselrolle in der Kikation von tight junction Proteinen,
Aktivierung von Matrixmetalloproteinasen und oxigat Schadigung zur Offnung der BHS
zukommt (136). Auch der NMDA-Rezeptor wurde als éhktivator einer solchen
pathologisch relevanten ROS-Generierung mit nagefaler endothelialer Dysfunktion im
Sinne einer erhthten BHS-Permeabilitat ausgemag@Bj. (Dabei legen die in diesem
Zusammenhang durchgefuhrten Untersuchungen mibitohen nahe, dass zur Entstehung
der nachgewiesenen ROS unterschiedliche Quellendi@eNADPH-Oxidase, Cytochrom
P450 sowie die mitochondriale Atmungskette beitnage

Als sekundére oder tertiare Botenstoffe greifen RO Stoffwechselwege ein und regulieren
Proteinphosphatasen, Proteinkinasen und Transkmgfaktoren, beispielhaft fir das grol3e
Aktionspotential dieser Metabolite (137).

Wechselwirkende Interaktionen zwischen ROS und gemamatergen System, im Speziellen
dem NMDA-Rezeptor, sind bekannt aus der Erforschuley zu Grunde liegenden
Mechanismen der Long-Term Potentiation (LTP) (138nem neurophysiologisches
Korrelat fur Lernvorgange im ZNS, experimentellenrbditen zur Pathogenese
neuropathischer Schmerzen (139) und sind in derkudson als Teil einer
Sensibilisierungsreaktion bei Multiple Chemical Siéwity und verwandten Erkrankungen
mit bislang ungeklarter Atiologie (140).

SchlieB3lich finden sich Hinweise auf einen Einflves1 ROS auf das Expressionsmuster des
NMDA-Rezeptors im Tiermodell des ischamischen Regonsschadens bei Schlaganfall
sowie der intrazerebralen Blutung (141;142).

Arbeiten der Gruppen um Knapp und Klann weisenwfdnan, dass ROS in der Rolle eines
second messengers wesentlich an der vom NMDA-Rezeggtragenen Induktion des LTP
beteiligt sind (143-146). Dabei konnte jedoch agebkeigt werden, dass die Ausbildung von
LTP durch ROS, v.a. Superoxid, mit einer Aktiviiteahme der Proteinkinase C (PKC)
korreliert ist. Diese ist unter anderem auch an Regulation des Aktivitdtszustandes
synaptischer NMDA-Rezeptoren beteiligt (147). Escheint daher denkbar, dass ROS im
Rahmen synaptischer Plastizitat rickkoppelnd Essflauf die Sensitivitat der beteiligten
NMDA-Rezeptoren nehmen.

Ahnliche Mechanismen finden sich auch bei der Rghese neuropathischer Schmerzen.

Hier kommen Untersuchungen von Gaoal. zu dem Ergebnis, dass eine ROS-vermittelte
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Phosphorylierung zur Aktivierung spinaler NMDA-Repmaren und gesteigerter
Schmerzwahrnehmung fuhrt. Systemische Gabe vonyRNerbutyl Nitron (PBN), einem
Radikalfanger, verhinderte im Tiermodell einen Aegiphosphorylierter NR1-Untereinheiten
im Ruckenmark und ging mit einer verminderten Salmsensibilisierung einher. Die
Expression unphosphorylierter NR1-Einheiten bliedoch in allen untersuchten Gruppen
unverandert (139).

Weiterhin  kénnten Wechselwirkungen zwischen ROS uNMDA-Rezeptoren zur
Sensibilisierung gegentber hydrophoben Chemikaltitragen, wie dies bei dem
Krankheitsbild der Multiple Chemical Sensitivity @8&) diskutiert wird. Eine
Arbeitshypothese von Padt al. etwa geht davon aus, dass die Hemmung intrazediula
Regulatorproteine, die eine Bindungstasche fiur d¢pldobe Substanzen aufweisen, zur
vermehrten Aktivitdt NO-produzierender Enzyme widlQ8 fuhrt. Als Uberschie3end
freigesetztes retrogrades Signalmolekul vermitt®® so prasynaptisch eine vermehrte
Ausschuittung von Glutamat, wéhrend die postsynapigildung von Peroxynitrit zu ATP-
Depletion und  Sensitivierung der NMDA-Rezeptoren rctiu Verlust des
polarisationsabhangigen KfgBlocks fiihren wiirde. Auf diese Weise wiirde ein ($bkuss
an ROS die Aktivitat des synaptischen NMDA-Rezeptstems empfindlich steigern (140).
Schlie8lich wird ein Zusammenhang zwischen der &sgionsregulation von NMDA-
Rezeptoren und oxidativem Stress nahegelegt irexpperimentellen Untersuchen der
ischamischen oder haemorrhagischen HirnschadigoWWign et al. untersuchten die
Korrelation von oxidativem DNA-Schaden nach Rep&dn einer ischamischen Lasion in
der Ratte und fanden eine damit einhergehendeiclewthohte Expression von NR1 und
NR2 Untereinheiten 30 Minuten nach Reperfusion. k&ath NR2 tGber den Zeitverlauf von
24 Stunden erhoht blieb, war die Expression von NiRfgegen nach 3 Stunden bereits
deutlich geringer als in der Kontrollgruppe. Weh al. postulierten einen protektiven
Mechanismus, der dazu dienen kdnnte, exzitotoxis8uohaden zu reduzieren (142).

Zu ahnlichen Beobachtungen fuhrten UntersuchungerRattenmodell der intrazerebralen
Blutung durch Nakamuret al. Eine Stunde nach Setzen der Lasion fanden sieZeineahme
der NR1 und NR2A Expression, die sich in Praparateaond 72 Stunden nach L&sion in eine
deutliche Herunterregulation umkehrte (141).

Neueste Daten zur Veranderung der GenexpressidariRRetina unter Hypoxie/Reperfusion
konnten fir mehrere NMDA-Rezeptoruntereinheiten INRIR2C-D) eine Zunahme der
Genaktivitat im Mikroarray (bis zu 6fach im FallvdNR1), Zunahme der Transkription in

der quantitativen RT-PCR nach 3 und 24 Stundenes@ivie Aktivitatssteigerung von mit
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dem NMDA-Rezeptor assoziierten Genen mittels Iikt®ra-Analyse nachweisen (148). In
Untersuchungen der Isch&mie ist ein Anstieg dedatixien Stresses gut belegt (149), im
Speziellen auch eine ROS-Produktion durch das Eetiaelbst (150). Daher scheint eine
Beteiligung von ROS an den beobachteten Veranderurdger NMDA-R-Expression in
Zusammenschau mit den hier vorliegenden Ergebnigaénscheinlich.

Die genannten Untersuchungen zeigen, dass an Nuromadglicherweise ,redox-sensitive”
— Mechanismen zur schnellen Regulation der NMDAdp#arexpression existieren. Gestitzt
wird diese Vermutung durch die Erkenntnis, dass NiRikk posttranskriptional reguliert
werden und Lokalisation sowie Komposition der Réadqpmplexe vielfaltigen
Regulationsmechanismen unterliegen (151).

Neuere Daten von Minagaat al. schlie3lich geben Hinweise darauf, dass die erte@hn
Signalwege direkten Einfluss auf die Proteinausstgt der Zelle, im Speziellen der
Endothelzellen, haben. Sie belegen, dass die Aktimg des NMDA-Rezeptors humaner
zerebrovaskularer Endothelzellen zu deutlichen M#géungen des Proteoms fihrt, die durch
den Rezeptorantagonisten MK801 unterdrickt werd&mé&n (132). Da ein wesentlicher
second messenger der NMDA-Rezeptoraktivierung garade die Generierung von ROS ist,
erscheint es plausibel, dass ROS neben der von passulierten Wirkung auf die
Rezeptorexpression auch an der Expressionssteuenitgrer Proteine beteiligt sein

koénnten.

Nicht untersucht worden war bislang, ob und wenn \y&lchen Einfluss reaktive
Sauerstoffspezies auf den NMDA-Rezeptor des zevaebkularen Endothels ausiben.
In Analogie zu den Untersuchungen an neuronalen NNRezeptoren waren prinzipiell zwei
Maglichkeiten einer Beeinflussung in Betracht zehan:
e ein Mechanismus der negativen Rickkopplung, um atigazellulare Antwort auf
eine zeitnahe glutamaterge Uberstimulation zu iés&len, oder
e eine positiv rickkoppelnde Verstarkung der Reizantwdie dann im Sinne eines
circulus vitiosus die pathologische Entgleisung weiter vorantreibhd uein
Schrankenversagen fordert.
Letztere Variante kdnnte mdglicherweise weitereeptielle Angriffspunkte einer auf die
Reduzierung der Radikalbildung gemiinzten Therapitesjie liefern. Darlber ware in
Betracht zu ziehen, dass die Propagierung exzisitbgr Schadigungen im Hirngewebe zum
Teil auch durch ROS getragen sein konnte, die dttialgreifen in den NMDA-Rezeptor-
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Signalweg die Suszeptibilitat angrenzender Zellaede gegeniber der Noxe Glutamat
erhohen.

In der Tat konnte in der vorliegenden Arbeit mgtaler In-Cell Western Technik eine
deutliche Zunahme der NMDA-Rezeptorexpression auftethebene unter ROS-Einfluss
beobachtet werden. Die Exposition der Zellen gegeniy, ONOO sowie HBO, fuhrte
dabei jeweils zu ausgepragter, nach 72 Stundensigmsfikant gesteigerter Bildung von
NR1-Untereinheiten.

In einem weiteren Schritt galt es zu sichern, dessich dabei um Anteile vermehrt in die
Zellmembran eingebauter, funktionsfahiger Rezemiogdlexe handelt. Die von uns
erhobenen Daten der fluorometrischen Membranpeatemtissungen konnten diese Befunde
stutzen. Unter Vorinkubation mit den genannten RE€&jierten die Zellen nach 72h bereits
bei geringeren Konzentrationen des rezeptorspekdis Stimulans NMDA mit
hochsignifikanter Fluoreszenzsteigerung, die funeeistarke Aktivierung der vermehrt

exprimierten NMDA-Rezeptoren spricht.

Aus diesen Ergebnissen kann folgender Schluss gezagerden: ROS steigern die
Expression von NMDA-Rezeptoren auf zerebrovaskuol&adothelzellen und fuhren auf
diese Weise zu einer unter Stimulation gesteigdriezeptoraktivierung.

5.3.  Vermehrte Rezeptorexpression durch oxidativen Stress verstarkt

Glutamatwirkung auf die Blut-Hirn-Schranken-Integritat

Eine durch ROS-Wirkung erhohte NMDA-Rezeptorexpression fuhrte in den
vorliegenden Experimenten zu einer Kompromittierung der Blut-Hirn-
Schranke. In der Pathogenese verschiedener Erkrankungen wie Alzheimer
oder Multipler Sklerose, in denen eine vermehrte Freisetzung von Glutamat
und Generierung von ROS stattfindet, kdnnte eine solche oxidative
Sensitivierung fir glutamaterge Reize wesentlich zum dort beobachteten

schadigenden Schrankenversagen beitragen.
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Unter physiologischen Bedingungen schiitzt die tetd&dut-Hirn-Schranke das empfindliche
neuronale Gewebe, sorgt fir die zur Funktionsarhglt notwendige Homdoostase von
Elektrolyten und Metaboliten und hindert pathogdt@ime an einem Ubertritt aus der
Blutbahn. Intuitiv erschliel3t sich daher die Anna&hrdass eine Stérung der BHS zu einer
Schéadigung des ZNS und einer Verschlechterung tbefdgestehender zentralnervoser
Erkrankungen fiihren kann. Tatsachlich lasst sich ¥ersagen der BHS in vielen
Neuropathologien nachweisen. Eine wichtige Rolleelsges etwa in der Pathogenese der
Multiplen Sklerose (MS), bei der es zur Extravasatiaktivierter Leukozyten lber die
kompromittierte BHS kommt (152). Untersuchungen amer Experimentellen
Autoimmunenzephalitis (EAE), einem Tiermodell derSMweisen darauf hin, dass
Peroxynitrit als wesentlicher Mediator des Schrankesagens fungiert (153;154). Neuere
Daten von Scotét al. zeigen, dass durch Aktivierung von endothelialéDM\-Rezeptoren
(nicht jedoch AMPA/Kainat-Rezeptoren) gréRere Mengen Peroxynitrit generiert werden
(88). Dies deckt sich mit Beobachtungen von Stetiral., die NMDA-Rezeptor-getragenes
Schrankenversagen an humanen Endothelzellen nadmwiedbnnten (86).

Bei der Alzheimer Demenz ist ein Schrankenversamereiner grofien Subgruppe der
Patienten (22%) nachweisbar und dort mit einem socbren Krankheitsverlauf korreliert
(155). Studien von Pauwdt al. und Gorguluet al. legen nahe, dass Memantin, ein in der
Alzheimertherapie eingesetzter NMDA-Rezeptorblockebglicherweise auch an der Blut-
Hirn-Schranke eine therapeutische Wirkung entfalBét hatten gezeigt, dass Memantin im
Tiermodell der Multiplen Sklerose und der zerelmdkchamie-Reperfusion in der Lage ist,
ein Schrankenversagen zu verhindern (156;157).

Eine weitere wichtige Rolle scheint Glutamat-assotdas Versagen der BHS bei
traumatischer und ischamischer Hirnschadigung eielzonen. Hier kommt es nach der
Hypothese der Exzitotoxizitat durch direkte neutertsichadigung und Energiedepletion zum
Versagen von Transportern und Freisetzung gespé&cheGlutamats mit folgendem
interstitiellen Uberschuss von Glutamat (158). Wsuehungen an Kokulturen konnten eine
Freisetzung von Glutamat aus Astroglia unter Hypteéperfusion nachweisen. Gleichzeitig
gemessene erhthte ROS-Konzentrationen und ein iteegler TEER-Abfall lie3en sich
durch Gabe von MK801 oder Apocynin, einen speziscinhibitor der NADPH-Oxidase,
aufheben (159). Dieses Modell unterstitzt die Thdass eine BHS-Dysfunktion unter den
Bedingungen der Ischamie durch ROS vermittelt witeken Generierung moglicherweise

durch freigesetztes Glutamat angestol3en wvardivo kdnnte zusatzlich neben dem von Glia
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und untergehenden Neuronen abgegebenen Glutanfasalohes, welches im Rahmen von
begleitenden Entziindungsprozessen von Granuloaggesetzt wird, zur BHS-Dysfunktion

beitragen (130).

Weitergehende Untersuchungen unserer Arbeitsgrgped.End3-Monokulturen konnten

jedoch keine Hochregulation des NMDA-Rezeptors ku@lutamat alleine nachweisen,
obwohl hierdurch endotheliale ROS nachweislich geneworden waren (160). Dies spricht
zumindest in dem gewahlten Modell gegen eine ehdad-eedback-Schleife der
Glutamatwirkung (Glutamat > ROSt - Glutamat-Rezeptor) auf Ebene des Endothels.

Die Wirkkette glutamatergen Schrankenversagens fiist ionotrope wie metabotrope
Rezeptoren durch verschiedene Arbeiten beleuchtmdem. Koeniget al. konnte am
Rattenmodelin vivo die BHS-permeabilisierende Wirkung von NMDA aufgn, die sich
durch spezifische Antagonisten blockieren liel3 (EZBgser Effekt lie3 sich von Shagpal.
auch in vitro fur humane zerebrovaskulare Endo#liela nachweisen (86). Hier konnte unter
NMDA- und Glutamat-Exposition ein antagonisierbaredeutlicher Abfall des
transendothelialen elektrischen Widerstands (TEBRpbachtet werden. Collaret al.
demonstriertenin vitro und in vivo die Wirksamkeit von Antagonisten metabotroper
Glutamatrezeptoren vom Typ | und Il zur Unterbinduglutamatergen Schrankenversagens
(130). Eine direkte Stimulierung dieser metabotropezeptoren mit spezifischen Agonisten
fuhrte jedoch in den TEER-Experimenten von Stetiigd. zu keinem signifikanten Abfall der
Barriere, wie er dort bei NMDA oder Glutamat beditat worden waren (86).
Untersuchungen von Parfenoegal. und Sharpet al. legen die Generierung von ROS als
intrazellularen Boten der glutamatergen Rezeptorgttion, die flr neuronale Zellen bereits
gut untersucht ist (161), auch fir das vaskularedoirel nahe (96;162). Deren
destabilisierende Wirkung auf die BHS ist verschieeh Mechanismen zuzurechnen: durch
den Anstieg von ROS kommt es zur Aktivierung destkaktilen Zellapparats tber eine
phosphorylierende Aktivierung der Myosin-Leichtlegtt (MLC), zur Aktivierung von
degradierenden Metallomatrixproteinen und zur Hemagulation und Umverteilung von
»1ight junction“-Proteinen und eventuell weitereargzellularen Verschlusskontakten (163-
166).

Auf der Grundlage dieser Erkenntnisse scheint egcpéertigt anzunehmen, dass eine

Zunahme der NMDA-Rezeptor-Aktivierung, sei es durscBihere Konzentrationen des
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Liganden oder durch eine Vermehrung aktivierbarezdptoren, zu einer erhbhten ROS-
Produktion und nachfolgend starkerer Kompromitingrder BHS-Integritat fihren wirde.

Es sollte nun daher in der vorliegenden Arbeit ®reiergriindet werden, ob sich die
Expressionszunahme des NMDA-Rezeptors bei gleici&mmulus in eine vermehrte
Anderung der Blut-Hirn-Schranken-Permeabilitat geert. Hierzu wurde mittels des ECIS-
Systems die Integritdt eines NMDA-stimulierten M@yers von bEnd3-Zellen untersucht,
die vor Aussaat radikalexponiert worden waren. ¥lie dem Erreichen der Plateaukurven in
Abbildung 18 beispielhaft ersichtlich ist, zeigie gortibergehende Exposition gegenltber den
Radikalen im Vergleich mit der Kontrollgruppe nadt2 Stunden keine signifikanten
Unterschiede in Bezug auf Wachstumsverhalten undndidgerbildung. Unter der
anschlieBenden Stimulation mit NMDA konnte jedo@tim 24 Stunden im Gegensatz zur
Kontrolle ein im Falle von ONOQund HO, signifikanter bzw. hochsignifikanter Abfall der
Impedanz beobachtet werden. Dieser lasst auf essteigerte Suszeptibilitdt der Zellen fur
den Reiz und nachfolgend gré3ere Auswirkungen euB#IS-Permeabilitéat schlieen.
Messungen der Gruppe Shaatpal. hatten bereits 2 Stunden nach Exposition von heman
Endothelzellen gegeniber 1 mM Glutamat oder NMD#gnifikante Abfalle der TEER
ergeben (86). Die von uns ermittelte Impedanzamdenia ECIS zeigte hingegen einen
trdgeren Zeitverlauf, dessen Abfall erst nach wieldunden signifikant war. Moglicherweise
ist diese Diskrepanz der unterschiedlichen Messikcanzuschulden. Denkbar sind auch
speziesspezifische Unterschiede im Ansprechveraltmtersuchungen zur Toleranz der
bENd3 gegenuber auch hohen Glutamatkonzentrationeweisen die
Mausehirnendothelzelllinie als relativ ,resistemttis (88). Dies konnte auch zur Erklarung
der geringen Wirkung von NMDA auf die nicht-ROS-erperte Kontrolle im ECIS Versuch

beitragen.

In Zusammenschau mit den vorangegangenen Expeeméidst sich aus diesen Ergebnissen
folgender Schluss ziehen: Radikalexponiertes zewaskulares Endothel zeigt eine deutliche
Zunahme des NMDA-Rezeptorenbesatzes und damit rgelhend ein ausgepragteres
Ansprechen auf Rezeptorstimulation, was wiederuneiimen starkeren Abfall der BHS-

Integritat mindet.
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5.4. Formulierung der Hypothese

Zusammenfassend lasst sich aus den Ergebnissentiegenden Untersuchungen folgende
Hypothese aufstellen:

Unter Bedingungen des oxidativen Stresses komnauésaskularen Hirnendothelzellen zu
einer Hochregulation funktionsfahiger NMDA-Rezeptor die geeignet ist, das Endothel
gegeniber den barriereschadigenden Wirkungen vota@at zu sensibilisieren. Dies kdnnte
einen neuen Pathomechanismus darstellen, der zwan#uenbruch der BHS unter den
kombinierten oxidativen und exzitotoxischen Bedimgen vieler Neuropathologien beitragt.

Auch physiologisch koénnte die ROS-gesteuerte Régulades NMDA-Rezeptors eine

Funktion erfillen. Koeniget al. formulierten die Hypothese, NMDA-Rezeptoren auf
zerebrovaskularem Endothel kénnten physiologisceesev den kapillaren Transport von
Nahrstoffen und deren Diffusion ins Hirngewebe an &rad neuronaler Erregung koppeln
und so eine bedarfsorientierte Modulation der BHSbaifihren (93). In Weiterfihrung

dieser Annahme ware auch denkbar, dass ebenso Bi®Sjurch vermehrte neuronale
Aktivitat generiert werden, durch Hochregulations dendothelialen NMDA-Rezeptors zu
einer Permeabilisierung der Schranke und Verbesgeder lokalen nutritiven Situation

beitragen.
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5.5.  Kritische Wiirdigung/Einschréankungen

Zur verwendeten Zdlllinie

In der vorliegenden Arbeit konnte dargestellt werdgass oxidativer Stress einen Einfluss
auf die Expression von NR1-Untereinheiten auf Ehdiaellen hat. Als Modell der Blut-
Hirn-Schranke dienten hierzu Monolayer-Kulturen kddtnd3-Zelllinie. Dabei handelt es sich
um zerebrale Endothelzellen aus der Maus, die Isnitkes Polyoma Middle T Antigen Virus
transformiert wurden. Diese so immortalisierte ek behalt in vitro viele der
Eigenschaften, die charakteristisch fur primare dinelzellen sind. Gegenuber primaren
Zellkulturen  scheint sie sogar besser die zytoslodis Lokalisation der
verschlusskontaktassoziierten Proteine Occludin Zimola occludin-1 sowie die Expression
von iINOS und eNOS zu bewahren (167;168). Weitereetduchungen zur Charakterisierung
der bEnd3-Reihe zeigen, dass verschiedene endgheifische Proteine wie PECAM-1,
Endoglin, MECA-32 und Flk-1 exprimiert werden. Dheii hinaus reagieren die Zellen auf
inflammatorische Zytokine mit einer Hochregulatioon Adhasionsmolekilen wie ICAM-1,
VCAM-1 und E-Selektin (169-174) und weisen einers&e mit dem NMDA-Rezeptor und
eine davon abhangige Produktion der reaktiven Swftspezies Peroxynitrit und
Stickstoffmonoxid auf (88).

Weitere BHS-charakteristische Eigenschaften umfadderphologie sowie verschiedene
Transportersysteme wie den P-glykoprotein  Efflux¢gaorter, Glucose- und
Aminosaurentransporter.

Mono- und Kokulturen mit C6-Astroglia zeigten jetioen Untersuchungen von Omidi al.
nur geringe TEER Widerstandswerte von max. 130 Olom?2 und schwach ausgepragte
Abdichtung gegenuber parazellularer Stoffdiffusid?5). In vergleichbaren Experimenten
von Sharpet al. wurden mit sekundaren humanen HirnendothelzeheRonokultur Werte
von max. 259 Ohm0.33cm? erreicht.

Fur die in unseren Experimenten verwendete ECI3uikec liegen bisher Kkeine
Referenzwerte fur Kulturen von Hirnendothelzelleror.v Arbeiten, die gemessene
Widerstdnde nach TEER- und ECIS-Methode vergleiclzeigen eine nur eingeschrankte
Vergleichbarkeit der Messmethoden auf (176).
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Obwohl auch unter den in der vorliegenden Arbeigelenen Konditionen unter NMDA-
Rezeptorstimulation ein Abfall der Endothelimped@@nessen werden konnte, wére auch
der Einsatz geeigneter Kokultursysteme denkbar. Aisbildung einer dichteren Barriere
durch Wechselwirkung von Endothel und Gliazellennk@ die in vivo Situation
maoglicherweise besser modellieren.

Ob die Erkenntnisse aus den Experimenten an ded3:Balllinie auf den Menschen
Ubertragbar sind, werden weitere Untersuchungenhonibanen Zelllinien klaren kénnen.
Weitlaufige Ubereinstimmungen zwischen den ForsgBargebnissen aus nicht-humanen
und humanen Zelllinien in Hinsicht etwa auf Exigteand Funktionalitdit des NMDA-
Rezeptors sprechen dafr.

Zu den Untereinheiten

Untersucht wurde in der vorliegenden Arbeit das rEgpionsverhalten fir die NR1-
Untereinheit des NMDA-Rezeptors. Wie bereits ausigef handelt es sich dabei um eine fur
die Funktion des Rezeptors essentielle Kompondmté;178). Aufgrund dieser Beobachtung
ist davon auszugehen, dass eine verdnderte Exqgmessn NMDA-Rezeptorkomplexen einen
Niederschlag in vermehrtem oder reduziertem Awdtrevon NR1-Untereinheiten findet.
Darlber hinaus ist jedoch ebenfalls denkbar, dassnger den Bedingungen des oxidativen
Stresses auch zu einer unterschiedlichen Regulahdarer Untereinheiten kommt, die zum
Aufbau des NMDA-Rezeptors beitragen. Es ist bekam#ss Rezeptorkinetik und -
interaktion mit diversen Agonisten und Hemmstoffesentlich durch die Zusammensetzung
des Rezeptors aus weiteren NR2A-D sowie NR3A-B &iteh beeinflusst werden (81;179).
Moglicherweise moduliert so oxidativer Stress daspgxechverhalten des Endothels nicht nur
durch Heraufregulation von NMDA-Rezeptormolekilleondern auch durch Anderung der
Rezeptorkomposition. Eine unterschiedliche Regutatier Untereinheiten ist z.B. aus dem
mit ROS assoziierten Hypoxiemodell der Retina bekan(148). Weitergehende
Untersuchungen, die das Expressionsverhalten dderam Untereinheiten des NMDA-
Rezeptors zum Gegenstand haben, konnten hier eah wmiifferenzierteres Bild der

Endothelantwort auf oxidativen Stress liefern.
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Zu ROS und ROS-Konzentrationen

Um die Zellen gegeniber oxidativem Stress in Foon @ und ONOO zu exponieren,
wurde in unseren Versuchen eine Xanthin/Xanthind@se-Reaktion verwendet. Dieses
Generatorsystem ist in der Lage, bei ausreicheBdeymsattigung konstante Mengen anl O
zu produzieren (180). Es ist jedoch bekannt, déssNabenprodukt dieser Reaktion auch
gewisse Mengen an.B, entstehen. Von dem vorhandenepOb unabhéngig davon ob
konzentriert zugesetzt oder als Nebenprodukt erdsta zerfallt wiederum ein Teil Uber eine
nicht-enzymatische Fenton-Reaktion zu Hydroxilratbk (181;182). Unter Beriicksichtigung
dieser Tatsache sind daher die Ergebnisse unsergerduchungen zu werten, die
maoglicherweise also jeweils ein Mischbild der Winku verschiedener reaktiver
Sauerstoffspezies mit Schwerpunkt auf der priméegerten Spezies darstellen.

Um sicherzustellen, dass die verwendeten ROS-Karat@nen keine direkten zelltoxischen
Wirkungen entfalten, die die Interpretation der ébngisse verfalschen wirde, wurden von
unserer Arbeitsgruppe Zytotoxizitatsassays duraligefund die Zellviabilitat der b.End3 in
Konzentrationsreinen und Kombinationen der verstdnen ROS erfasst (160). In der
vorliegenden Arbeit wurden nur solche Konzentratiowerwendet, unter denen es dabei zu

keinem signifikanten Zelluntergang kam.

Zu Glutamat

Schwerpunkt unserer Untersuchung waren die Wirkangen ROS auf den NMDA-
Rezeptor. Dieser scheint gegeniber anderen Glutaregtoren vorrangig verantwortlich fir
die Kompromittierung der BHS durch Glutamateinwingu zu sein; Berichte Uber eine Rolle
metabotroper Rezeptoren in der Stérung der BHS )(1BOnnten an humanen
Endothelzelllinien unter Verwendung des spezifiscAgonisten tACPD nicht nachvollzogen
werden (86). In letzteren Untersuchungen zeigteh Glutamat und der spezifische Agonist
NMDA bei der verwendeten Konzentration von 1 mM akrgleichbar potent in ihrer
Wirkung auf den Abfall der TEER im BHS-Modell. Taxétsstudien an bEnd3-Kuluren
zeigen, dass erst bei Glutamatkonzentrationen WbmBl ein signifikanter Zelluntergang
nachzuweisen ist. Bei Konzentrationen von 10 mM watieser Untersuchung auch nach 24

Stunden keine Einschrankung der Viabilitat nachzsere (88). Es ist daher anzunehmen,
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dass den bei unseren Experimenten beobachtetektdfffez-on NMDA-Konzentrationen
zwischen 0,1 und 2,5 mM vorrangig keine primarteglschen Phanomene zu Grunde liegen.
Belegt scheint, dass exogene Gaben von hohen Git#eomzentrationen nervenzelltoxische
Wirkungen entfalten und diese Uber den postuliefiéechanismus der Exzitotoxizitat
propagiert werden. Strittig ist in der Literatudgeh, ob die gemeinhin als ,exzitotoxisch”
angesehenen Konzentrationen fur Glutamavivo Gberhaupt erreicht werden. Mittels des
Verfahrens der Mikrodialyse konnte in akuten Moegellder Exzitotoxizitdt wie dem
ischamischen Schlaganfall oder Hirntrauma ein bi$%facher Anstieg der Glutamatspiegel
im Hirninterstitium gemessen werden (90). Durcle dhegleitende ATP-Depletion und
Storung der Glutamat-Transporter von Glia und nealen Fortsatzen kann dabei
interstitielles Glutamat Konzentrationen bis zu Mrarreichen (89). Dabei handelt es sich
jedoch bisher stets um Daten aus tierexperiment8lteidien; eine Messung am Menschen
verbietet sich aus ethischen Gesichtspunkten unth®dan Praktikabilitat.

Weniger gut belegt ist der Anstieg von Glutamatdiironische neurodegenerative Prozesse.
In vielen dieser Krankheitsbilder beobachtet madriBtgen der fir die Glutamat-Clearance
zustandigen Transporter (EAAT), die mdglicherweatseder Pathogenese der Erkrankungen
oder ihrer Exazerbation in Verbindung stehen. Dadtemoch nicht abschliel3end geklart, ob
es sich dabei um Veranderungen mit direktem atistbggm Bezug handelt oder ob die
Glutamat-Dysfunktion erst im Verlauf des Krankhgédschehens hinzutritt. Zu den
neurodegenerativen Erkrankungen, bei denen manitdeetne solche Stoérung des
glutamatergen Systems nachweisen konnte, zéhler antderem die Amyotrophe Lateral
Sklerose (ALS), Chorea Huntington, Morbus Parkinsm die Alzheimer'sche Demenz
(183). Da viele dieser Erkrankungen zugleich mitor&tgen des zellularen
Energiestoffwechsels einhergehen und dies zu datotaxischen Wirkung des Glutamats
beizutragen scheint (184;185), kénnten auch geriagsgepragte, chronische Erhdhungen
der Glutamatkonzentrationen zu einer Schadigungefiih

Interessant fur die vorliegende Fragestellung dweraktion von oxidativem Stress und
Glutamat-System scheint auch die Beobachtung, Gagsmat-Transporter redox-sensitive
Anteile aufweisen, die sie empfindlich fur die Wirlg reaktiver Sauerstoffspezies machen.
Es wird daher angenommen, dass oxidativer StresKRammen akuter und chronischer
neurodegenerativer Erkrankungen zur Inaktivieruog Glutamat-Transportern und somit zu
einer parallelen Aktivierung exzitotoxischer Praaediihren kdonnte (186;187). Unter diesen
Bedingungen von oxidativem und exzitotoxischem $3trkdnnte die in der vorliegenden
Arbeit beobachtete Hochregulation von NMDA-Reze@tahre Wirkung entfalten.
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5.6.  Ausblick

Die experimentelle Erforschung exzitotoxischer Rimdene und die vielversprechende
Entwicklung selektiver NMDA-Rezeptorantagonisten ewiMK-801 weckten in den
vergangenen Jahren Hoffnungen auf ein grof3es &tiass Potential der Glutamatrezeptor-
Antagonisierung. Vor allem im Modell des ischamiselSchlaganfalls und des Hirntraumas,
welche in tierexperimentellen Untersuchungen =eattie vielversprechende Ergebnisse
geliefert hatten, fihrten ausbleibende Erfolge umcvierende Nebenwirkungen der
eingesetzten Antagonisten auf das ZNS jedoch ddass nach und nach alle Studien
abgebrochen wurden (188-191).

Im Jahr 2001 schlieBlich schienen daher samtlicheli& zum Einsatz von NMDA-
Antagonisten fehlgeschlagen. Einige Autoren veremeswuf systematische Fehler in der
Herangehensweise an exzitotoxische Schéadigung. EiAatagonisierung von
Glutamatrezeptoren konne zwar kurzfristig Uberstatian verhindern, fihre aber mittel-
und langfristig zur Blockierung der physiologischealle von Glutamat, das einen wichtigen
Stimulus fur das neuronale Uberleben und fiir diedées Schadigung folgende Neurogenese
und Differenzierung darstellt (192;193). Lee al. zeigten, dass Blockierung samtlicher
exzitatorischer Aktivitat zur Apoptose fuhrt (194ndere argumentierten mit Fehlern in der
Konzeption der Studien, zu geringen therapeutiscwtfenstern, Unterschieden zwischen
Tier- und Humanphysiologie, bei bestehenden teitsveren Nebenwirkungen nur niedrigen
erreichbaren Konzentrationen der Antagonisten somaagelnder Sensitivitat der klinischen
Evaluation (158;193)

Lediglich Memantin, ein kompetetiver Antagonist nkurzen Bindungszeiten, der am
NMDA-Rezeptors vornehmlich eine Uberstimulation xerhindern scheint, zeigte in
klinischen Studien zur Behandlung der Alzheimer Bempositive Effekte auf Kognition und
Psychomotorik bei giinstigem Nebenwirkungsprofil{)L9

Vor dem Hintergrund dieser Ruckschlage auf dem &etar Neuroprotektion durch NMDA-
Antagonisten zeichnet sich ein zunehmend diffeesteries Bild der beteiligten Prozesse ab,
so dass eine ,magic bullet, d.h. eine auf ein elimes pathogenetisches Prinzip gemtinzte
erfolgreiche Therapiestrategie immer unwahrschaheli wird. Vielmehr werden verstarkt
multimodale Therapieansatze gefordert, die entacimelh, exzitotoxischen, oxidativen und
apoptotischen Prozessen in Pathogenese und Venlkwfodegenerativer Erkrankungen

Rechnung tragen und so ein ,Verlagern® des Zelhgategs auf die jeweils anderen

76

——
| —



Diskussion

Vorgange unter Therapie verhindern sollen (196)e®aes sich etwa eine Kombination von
Antiinflammation und NMDA-Antagonisierung bei expeenteller fokaler Ischdmie als
effektiver gegentber einer Monotherapie der jeweili Substanzen (197).

In dieses komplexe Bild fugt sich auch die Erhajtuher BHS-Integritat als wichtiges
Therapieziel ein. Ein moglicher Ansatz konnte zudkgndie Entwicklung extrasynaptischer
oder vasoselektiver Glutamatrezeptor-Antagonistn. sSolche Substanzen wirden gezielt
an den NMDA-Rezeptoren des BHS-Endothels angreifgsbei jedoch nur geringe
Nebenwirkungen durch Stérung der neuronalen Aktivitnd des ,neuronal survival®
entfalten. Auch die Entwicklung noch selektivererntdgonisten, die spezifische
Untereinheiten bzw. deren Kombinationen blockiem@aer solcher mit besonderer Kinetik,
wie das Beispiel Memantin zeigt, kdnnte zur bessdrelerabilitat dieser Substanzgruppe
beitragen und hdhere, therapeutisch wirksamere eRosjen ermdoglichen. Problematisch
erscheint fir die Behandlung akuter Neuropathologwie Schlaganfall und Trauma
weiterhin das therapeutisch wirksame ZeitfensterNé@uroprotektion und Schutz der BHS,
das in der Praxis meist nicht reproduziert werdannk Hier kénnte die Kombination mit
klinisch bereits erfolgreich verwandten Hypothenveigahren (198;199) dazu beitragen, die
Zeitspanne bis zum Einsetzen einer therapeutisciiéinkung geeigneter NMDA-

Antagonisten zu uberbricken.

Die vorliegenden Experimente zeigen auf, dass zwmut3 der BHS, in Analogie zum
Konzept der multimodalen Neuroprotektion, eine Kambon aus anti-exzitotoxischen und
anti-oxidativen Strategien vielversprechend seinrté. Eine gezielte Blockierung der hier
beobachteten synergistischen Wirkungen von oxidativ Stress und NMDA-

Rezeptoraktivitat konnte so mdglicherweise zu eiredfektiveren Behandlung des
Schrankenversagens in diversen Neuropathologietraen. Neben dem Einsatz reiner
Radikalfanger kénnte jedoch auch die weitere Ermgwing down-stream gelegener
Signalwege zur NMDA-Rezeptorregulation neue thewtipehe Angriffspunkte offenbaren.
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6. Zusammenfassung

Oxidativer Stress in Form reaktiver Sauerstoffspez(ROS) und Exzitotoxizitat durch
supraphysiologische Konzentrationen des Neurotratess1Glutamat sind nicht nur beteiligt
an der Pathogenese vielzahliger neurodegeneratisrtrankungen wie Schlaganfall,
Hirntrauma, Alzheimer Demenz oder Multipler Sklexpssondern spielen zudem eine
Schlisselrolle im dort beobachteten ZusammenbrectBtlit-Hirn-Schranke. Glutamat fuhrt
durch Stimulation neuronaler und endothelialer NMRezeptoren zu einer Generierung
von ROS. Nicht verfolgt worden war bisher, welches®irkungen ROS umgekehrt auch auf
den NMDA-Rezeptor haben kénnten. Im Rahmen deriegghden Arbeit wurde daher
untersucht, ob und in welcher Weise die Exposigegenitber reaktiven Sauerstoffspezies
einen Einfluss auf die Expression und Aktivierbarkeon NMDA-Rezeptoren auf
zerebrovaskularen Endothelzellen ausubt.

Es konnte zunachst die Expression der funktiongigaten NR-1 Untereinheit des NMDA-
Rezeptors auf der verwendeten Zelllinie b.End3 etsttimmunfluoreszenz-Mikroskopie
gesichert werden. Ein Nachweis von mRNA fiir dieddainheiten NR1 und NR2B, C und D
erfolgte mittels RT-PCR. In der Analyse der re@rzen RNA zeigten sich Hinweise fur eine
heterogene Komposition der exprimierten endotretiidNMDA-Rezeptoren.

Es konnte weiter mit Hilfe der In-Cell-Western-Tadhgezeigt werden, dass die Expression
des NMDA-Rezeptors durch transiente Stimulation negétktiven Sauerstoffspezies im Sinne
einer Heraufregulation moduliert werden kann. Dien8lation der Zellen mit den reaktiven
Sauerstoffspezies ) ONOO und HO, fuhrte dabei im Experiment zu einer deutlichen
Zunahme der NR1-Expression, die spatestens nagitur@len hdchst signifikant war.

Um zu Uberprufen, welche Bedeutung diese Uberesjaredir die Integritat der Blut-Hirn-
Schranke unter den exzitotoxischen Bedingungen rh@latamatkonzentrationen haben
kénnte, wurde mit Hilfe des ECIS-Systems (,Elecatti€Cell-Substrate Impedance Sensing®)
die Impedanz ROS-préaexponierter Endothelmonolaysnegsen. Auf Rezeptorstimulation
mit dem spezifischen Agonisten NMDA reagierten debehandelten Gruppen mit einem
Abfall der Impedanz gegenuber der nicht vorbehdadd{ontrolle.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass ROS irLdge sind, funktionelle endotheliale
NMDA-Rezeptoren zu induzieren und auf diesem Weginam verstarkten Abfall der BHS-
Integritat unter den Bedingungen exzitotoxisched aridativen Stresses fuhren. Dies stellt
einen neuen Mechanismus zur Erklarung der Pathegeshes Blut-Hirn-Schrankenversagens

dar.
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7. Abstract

Oxidative stress in the form of reactive oxygencgge (ROS) and excitotoxicity caused by
excessive concentrations of the neurotransmittetagiate not only participate in the
pathogenesis of diverse neurodegenerative disdésestroke, brain trauma, Alzheimer
dementia or multiple sclerosis but do also playew tole in the disruption of the blood-brain
barrier observed in these pathologies. Glutamaigsi¢o generation of ROS via stimulation of
neuronal and endothelial NMDA receptors. As yet,imgestigations have been conducted
examining whether ROS might have influences onNMDA receptor as well. The present
study was therefore performed to establish if andwhat manner exposition to ROS
modulates the expression and activity of NMDA reoepon cerebrovascular endothelium.
Firstly, expression of the NR1 subunit mandatonf@mctionality of NMDA the receptor was
confirmed on the b.End3 cell line employed in thpeximents with immunofluorescence
microscopy. RT-PCR was performed to detect mRNAtersubunits NR1 as well as NR2B,
C and D. Analysis of replicated RNA suggested aiogeneous composition of expressed
endothelial NMDA receptors.

Using the In-Cell Western technique, it was showat ttransient stimulation of cells with
ROS modulates NMDA receptor expression, resultingan up-regulation of receptors.
Stimulation with the reactive oxygen species ONOO and HO; led to marked increase in
NR1 expression, which was highly significant (p.€L) after 72 hours.

To evaluate the impact of overexpression of NMDAeggors on the integrity of the blood-
brain barrier, the ECIS system (,Electrical CellbStrate Impedance Sensing“) was used to
measure the impedance of an ROS pre-exposed menolaye-treated groups reacted to
stimulation using the specific agonist NMDA witldacrease in impedance as opposed to non
pre-treated controls.

The results presented in this study support theotingsis that ROS induce functional
endothelial NMDA receptors and thus further disiupf blood-brain barrier integrity under
conditions of excitotoxic and oxidative stress. éfprlation of NMDA receptors through the
action of oxidative stress represents a novel nmeshmin the pathogenesis of blood-brain

barrier dysfunction.
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